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Die früher als chronisch-degenerative Endometritis bezeichnete Endometrose stellt 
eine Hauptursache endometrial bedingter Fertilitätsstörungen des Pferdes dar 
(KENNEY u. DOIG 1986). Sie kann nur mittels eines Endometriumbioptates diag-
nostiziert werden. Ihre Ätiopathogenese ist bislang unzureichend geklärt (HOFFMANN 
et al. 2009, KIESOW et al. 2011). In bisherigen Forschungsarbeiten zur Aufklärung 
der Pathogenese wurde fixiertes Probenmaterial für die durchgeführten Analysen 
verwendet. Dieses gibt jedoch nur den status praesens innerhalb des Gewebes wie-
der. Untersuchungen zu interzellulären Wechselwirkungen und Differenzierungsvor-
gängen sind in diesem Zusammenhang nicht möglich.  
Um therapeutische oder prophylaktische Maßnahmen gegen die Endometrose zu 
entwickeln, muss aber zunächst ihre Ätiopathogenese verstanden sein. Ein Einsatz 
von Tierversuchen wäre hierzu möglich, würde aber mit erheblichen Eingriffen am Tier 
einhergehen, einen langen Zeitraum beanspruchen und zudem kostenintensiv sein.  
In Anbetracht dessen wäre ein In-vitro-Modell des Pferdeendometriums eine Alternati-
ve für experimentelle Studien zur Ätiopathogenese der Endometrose unter kontrollier-
ten und reproduzierbaren Bedingungen (BUSCHATZ 2007). Insbesondere die Ein-
flüsse von Wachstumsfaktoren oder von Hormonen könnten so studiert werden. 
Zur Übertragung der Befunde eines solchen experimentellen Modells auf die Verhält-
nisse in vivo ist aber eine gewisse Kongruenz der zellulären Charakteristika in vitro im 
Vergleich zu denen des Ursprungsgewebes unabdingbar (FRESHNEY 2010). Für den 
Uterus sind die Expression von Steroidhormonrezeptoren und die Bildung spezifischer 
Proteine als solche anzusehen. Sind dann vergleichbare Gegebenheiten wie im En-
dometrium anzutreffen, kann das Modell als eine adäquate Möglichkeit zum Studium 
physiologischer und pathologischer Vorgänge im Uterus dienen.  
Protokolle zur Isolierung und Kultur equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen 
wurden zunächst von WATSON et el. (1992) und BRADY et al. (1992, 1993) sowie 
später von BUSCHATZ (2007) grundlegend entwickelt. Letztgenannte Methode liegt 
auch dieser Arbeit als Technik zur Herstellung equiner endometrialer Primärzellkultu-
ren zugrunde. 
Die Ziele der vorliegenden Arbeit sind zunächst in der Methodenetablierung und -opti-
mierung zu sehen. Danach soll eine morphologisch-funktionelle Charakterisierung der 
Epithel- und Stromazellen hinsichtlich wachstumsparametrischer Daten und des Vor-




2.1 Orthologie des equinen Endometriums  
Das equine Endometrium besitzt als innere Auskleidung des Hohlorganes Uterus 
einen geschichteten Aufbau. Lumenseitig befindet sich die Lamina epithelialis, an die 
sich direkt darunter liegend eine Lamina propria anschließt. Diese wird in ein Stratum 
compactum und ein Stratum spongiosum unterteilt. Innerhalb der Lamina propria 
befinden sich die Uterindrüsen. Diese stellen Epithelschläuche dar welche, vom   
Oberflächenepithel ausgehend, in die Tiefe der Lamina propria reichen (KENNEY 
1978, LIEBICH 2009).  
2.1.1 Die Zyklusphasen der Stute  
Die Stute ist saisonal polyöstrisch, im späten Herbst und Winter tritt eine physiologi-
sche Inaktivität der Ovarien und des Endometriums auf (sog. Winteranöstrus) 
(KENNEY u. DOIG 1986, ADAMS u. BOSU 1988, RÜSSE u. SINOWATZ 1991, 
SCHOON et al. 1992). Innerhalb eines im Durchschnitt 22 Tage dauernden Zyklus 
(AURICH u. KLUG 1993) kann aufgrund morphologischer Veränderungen der endo-
metrialen Zellpopulationen eine Unterteilung in verschiedene Zyklusphasen erfolgen. 
So schließt sich an die 8-9 Tage dauernde Proliferationsphase, bestehend aus Prä-
östrus (3Tage), Östrus (2-3 Tage) und Postöstrus (3 Tage), ein 13 Tage dauernder 
Interöstrus an (BRUNCKHORST et al. 1991, SCHOON et al. 1992). Zusätzlich zu 
den morphologisch erfassbaren Umbauvorgängen treten immunhistologische Varia-
tionen, insbesondere bei Betrachtung der Hormonrezeptorausstattung der Zellpopu-
lationen, innerhalb der verschiedenen Zyklusphasen auf (BRUNCKHORST et al. 
1991, ÖZGEN et al. 1997, RAILA et al. 1997, AUPPERLE et al. 2000). 
2.1.2 Lichtmikroskopie des zyklischen und anöstrisc hen Endometriums 
Während eines regulär ablaufenden Zyklus finden im Endometrium charakteristische, 
morphologisch-funktionelle Umbauvorgänge statt. Diese beziehen sowohl die lumi-
nalen und glandulären Epithelzellen, als auch die Stromazellen und das sie umge-
bende Gewebe ein. In Tab. 2.1 (S. 3) ist eine Zusammenfassung der wichtigsten his-





















Tab. 2.1:  Auswahl wichtiger, histologisch erfassbarer Befunde im zyklischen equinen Endometrium 
 Präöstrus (3 Tage) Östrus (2-3 Tage) Postöstrus (3  Tage) Interöstrus (13 Tage) 
Luminales 
Epithel 
isoprismatisch bis zylindrisch zylindrisch 
 
hochprismatisch hochprismatisch, später 
isoprismatisch bis flach 
Drüsen Epithel: 
iso- bis hochprismatisch 
Zellkerne: 
klein, rund, chromatinreich 
 
 
Morphologie der Drüsen: 
beginnende 




oval bis rundoval, hypo-
chromatisch 
 
Morphologie der Drüsen: 
gestreckt, zunehmende An-
zahl an Drüsenquerschnit-





oval bis rundoval, hypo-
chromatisch 
 
Morphologie der Drüsen: 
maximal gestreckt, maxima-




iso- bis hochprimatisch 
Zellkerne: 
basal, rund, klein, mäßig 
chromatinhaltig, teils mit 
apikalen Sekretionsvakuolen 
Morphologie der Drüsen: 
hohe Drüsendichte, dicht 
gelagert, deutliche „Schlän-


















Ödem: in Regression, später 
fehlend 
 
Literatur: KNUDSON O. u. VELLE W. 1961, BRANDT G.W. 1970, VOGEL u. HUMKE 1973, GORDON u. SARTIN 1978, KENNEY 
1978, ROSSDALE u. RICKETTS 1980, KENNEY u. DOIG 1986, VAN CAMP 1988, RICKETTS 1989, BRUNCKHORST et al. 




Nach AUPPERLE et al. (2004) und BÖTTCHER et al. (2010) kann mit Hilfe der Im-
munhistologie eine eindeutige Differenzierung der Epithel- und Stromazellen anhand 
des epithelspezifischen Intermediärfilamentes Zytokeratin (Subtypen AE1/AE3 und 
19) erfolgen. Weiterhin beobachten AUPPERLE et al. (2004), dass weder Desmin 
noch Vimentin unter physiologischen Bedingungen in Epithelzellen exprimiert wer-
den. Diese Aussage können BÖTTCHER et al. (2010) jedoch nur eingeschränkt tei-
len, da sie eine plaqueartige Expression von Vimentin in luminalen und glandulären 
Epithelien beobachten. Auch beim Menschen kommt es in der Proliferationsphase zu 
einer physiologischen Koexpression von Vimentin und Zytokeratin (NISOLLE et al. 
1995).  
In der Zeit des Winteranöstrus, welcher in der nördlichen Hemisphere von November 
bis Februar bestehen kann (RÜSSE u. SINOWATZ 1991), tritt eine physiologische 
Atrophie des equinen Endometriums auf (KENNEY u. DOIG 1986, BRUNCKHORST 
et al. 1991). Lichtmikroskopisch stellt sich das luminale Epithel solcher Endometria 
einreihig und isoprismatisch dar, wobei die Zellkerne klein und basophil sind. Die 
Glandulae endometriales sind gestreckt, englumig und zahlenmäßig reduziert. Ihre 
Epithelien sind überwiegend isoprismatisch und besitzen kleine, basophile, hyper-
chromatische Zellkerne. Das  endometriale Stroma ist dicht angeordnet und nicht 
ödematisiert. Die Stromazellen zeigen eine spindelförmige Morphologie und haben 
ebenfalls hyperchromatische Zellkerne und geringe Mengen an blass eosinophilem 
Zyoplasma (GORDON u. SARTIN 1978, KENNEY 1978, BRUNCKHORST et al. 
1991, AUPPERLE et al. 2003). 
2.1.3 Die Regulation des endometrialen Zyklus - Öst rogen, Progesteron und 
 ihre Rezeptoren 
Der equine endometriale Zyklus wird durch ein System verschiedener, sich gegensei-
tig beeinflussender Feedback-Mechanismen kontrolliert. An diesen sind der Hypotha-
lamus, die Hypophyse, die Ovarien und der Uterus beteiligt (AURICH 2005).  
Ausgangspunkt der Zyklussteuerung stellt der Hypothalamus dar, welcher durch eine 
pulsatile Freisetzung von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) eine in gleicher 
Weise stattfindende Freisetzung von luteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimu-
lierendem Hormon (FSH) aus der Adenohypophyse in den Blutkreislauf bewirkt. Auf 
diesem Wege gelangen beide Hormone zu den Ovarien, wo sie einen direkten Ein-
fluss ausüben (ADAMS u. BOSU 1988).  
FSH stimuliert an den Ovarien das Wachstum der Follikel sowie deren Vaskularisie-
rung und darüber hinaus die Synthese von Östradiol (17ß-Östradiol). Der so entste-
hende dominante Follikel setzt Inhibin frei, welches im Rahmen eines negativen 
LITERATURÜBERSICHT 
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Feedbacks die weitere Freisetzung von FSH in der Hypophyse hemmt. Durch die 
Steigerung des Östradiolspiegels im Blut wird eine Sensibilisierung der Adenohy-
pophyse für GnRH bewirkt, welche dann vermehrt LH freisetzt. Die höchsten Östra-
diolspiegel treten etwa zwei Tage vor der Ovulation auf, sie sind u.a. verantwortlich 
für die Ausbildung der Rossesymptome (AURICH 2005). 
FSH und LH besitzen eine gegenläufige Konzentrationsdynamik. Die FSH-Sekretion 
verhält sich biphasisch, sie zeigt ein Maximum um den Zeitpunkt der Ovulation und 
einen zweites ca. 10 Tage post ovulationem (s. Abb. 2.1, S. 6). Zu Beginn des Pro-
östrus sind die FSH-Werte am niedrigsten. Einige Tage vor Beginn der Rosse erfolgt 
ein Anstieg des LH-Spiegels, wobei das Sekretionsmaximum erst kurz nach der Ovu-
lation erreicht wird (s. Abb. 2.1, S. 6). Dies bewirkt die Ovulation einschließlich der 
Anbildung eines Corpus luteums (AURICH et al. 1996). Der so entstandene Gelbkör-
per produziert Progesteron. Maximale Progesteronspiegel werden 5-7 Tage nach der 
Ovulation erreicht. Progesteron führt zu einer verminderten Freisetzung von LH und 
weiterhin zum Übergang des Endometriums in die Sekretionsphase (NISWENDER et 
al. 1994). Ab dem 14. Zyklustag bildet das Endometrium, bei Ausbleiben einer Träch-
tigkeit, Prostaglandin-F2α (PGF2α), welches die Luteolyse bewirkt und somit zu sin-
kenden Progesteronspiegeln führt (s. Abb. 2.1, S. 6). Die niedrigsten Progesteron-
werte finden sich zu Beginn der Rosse. Hierdurch wird über einen negativen 
Feedback die Freisetzung von FSH und LH aus der Hypophyse stimuliert (AURICH 
et al. 1996). 
Die zyklischen Umbauvorgänge werden im Endometrium durch die Östrogen- (ER) 
und Progesteronrezeptoren (PR) in den luminalen und glandulären Epithelien sowie 
in den Stromazellen (BRUNCKHORST et al. 1991) vermittelt. Beide Rezeptoren sind 
zur Familie der intranukleären Rezeptoren zu zählen und stellen Transkriptionsfakto-
ren der genannten Steroidhormone dar (LÖFFLER G. 2007). Eine detaillierte Be-
schreibung der Rezeptoren, inklusive ihres Wirkmechanismus erfolgt unter Punkt 
2.3.10.1 (S. 21 ff.). 
Nach NILSSON u. GUSTAFSSON (2011) existieren zwei Subtypen des Östrogen-
rezeptors (ERα bzw. ERβ), wobei ERα als uterusspezifisch anzusehen ist. 
Östrogen vermittelt über den ERα eine Proliferation und Hypertrophie sowie eine er-
höhte Spontankontraktilität des Uterus. Während Progesteron aus dem Corpus lu-
teum (PR-vermittelt) für eine sekretorische Differenzierung der Drüsenepithelien, die 
Bereitstellung von Histiotrophe und die Herabsetzung der Spontankontraktilität des 
Uterus verantwortlich und somit essentiell für die Aufrechterhaltung der Gravidität ist 





Abb. 2.1: Schematische Darstellung der hormonellen Regulation des equinen Sexual-
zyklus (nach ROSSDALE u. RICKETTS 1980 und AURICH u. KLUG 1993). 
Daneben: Darstellung der peripheren Blutplasmakonzentrationen von Pro-
gesteron, 17-β-Östradiol, FSH, LH und PGF2α-Metabolit (PGFM als Metabolit 
von PGF2α) sowie des ovariellen Zyklus (Follikel = weiß, Corpus luteum = 
schwarz) (modifiziert nach ALLEN u. COOPER 1992). 
 
Diverse Autoren beobachten sowohl in vitro als auch in situ eine Beeinflussung der 
Steroidhormonrezeptoren durch Östrogene und Progesteron. Diese kann für ER und 
PR gleich- und wechselseitig erfolgen: 
- Östrogen: Stimulation der ER- und PR-Expression  
 PIVA et al. 1988, JENSEN 1990, SWANECK u. FISHMAN 1991, 
BERGMAN et al. 1992, WATHES et al. 1996, AUPPERLE et al. 
2000  
- Progesteron: Hemmung der ER- und PR-Expression  
 IWAI et al. 1995, WATHES et al. 1996, AUPPERLE et al. 2000 
 
Anhand immunhistochemischer Methoden kann der Nachweis der Steroidhormonre-
zeptoren im equinen Endometrium erfolgen (BRUNCKHORST et al. 1991, AUPPER-
LE et al. 2000). Zur Ermittlung der Rezeptorkonzentration und einer vereinfachten, 
deskriptiven Darstellung wird ein Immunreaktiver Score (IRS) berechnet, welcher 
sich aus der Anzahl der positiven Zellen und deren Farbintensität ergibt (REMMELE 
u. STEGNER 1987, BRUNCKHORST et al. 1991, ÖZGEN 1999, AUPPERLE et al. 
2000). Er kann einen Wert zwischen 1 und 10 annehmen und dient dazu, die anhand 
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des Lichtmikroskops gewonnene deskriptive Aussage in eine potenziell statistisch 
verwertbare, numerische zu konvertieren (s. Kap. 3.10.1, S. 40 f.). 
Bei der Expression der Steroidhormonrezeptoren in Uterusbioptaten zyklischer Stu-
ten stellen AUPPERLE und Mitarbeiter (2000) eine Korrelation zu den peripheren 
Hormonkonzentrationen im Blutplasma fest. Die auftretenden Reaktionsmuster bei 
Epithel- und Stromazellen differieren voneinander. Im Östrus und Postöstrus steigt 
die Expression der ERα- und PR-Rezeptoren bei den glandulären Epithelien an und 
erreicht das Maximum an Zyklustag 5 (früher Interöstrus, Funktionszustand Prolifera-
tion). In der nun folgenden Sekretionsphase fallen die Werte wieder ab, um den nied-
rigsten Wert um den 13. Zyklustag zu erreichen (ÖZGEN 1999, AUPPERLE et al. 
2000, RAILA 2000). Bei den Stromazellen treten die höchsten Expressionen um den 
Zeitpunkt der Ovulation (ERα) bzw. im späten Diöstrus auf (PR, Zyklustag 16-19), die 
niedrigsten Werte werden im frühen Diöstrus gesehen. Die luminalen Epithelien hin-
gegen besitzen eine weitgehend gleichmäßige, niedrige Expression während des 
gesamten Zyklus. 
Immunhistologische Untersuchungen an Endometriumbioptaten anöstrischer Stuten 
zeigten, dass die Steroidhormonrezeptorexpression bei Stroma- und Epithelzellen im 
Anöstrus sehr starken interindividuellen Schwankungen unterliegen. Dabei ist weder 
ein synchrones Reaktionsmuster, noch eine gleichmäßige Expressionsintensität zu 
erkennen (AUPPERLE et al. 2003). 
2.2 Die equine Endometrose  
Die equine Endometrose wird als periglanduläre und/oder stromale endometriale 
Fibrose einschließlich glandulärer Alterationen innerhalb fibrotischer Areale definiert 
(SCHOON et al. 1995). Sie stellt eine der Hauptursachen equiner Fertilitätsstörungen 
dar (KENNEY u. DOIG 1986) und tritt bei 96 % der seit 2 oder mehr Jahren güst ge-
bliebenen Stuten auf (SCHOON et al. 1997). Der Grad der Endometrose steigt mit 
zunehmendem Alter, es besteht jedoch keine Abhängigkeit zur Anzahl der Abfohlun-
gen (SCHOON et al. 1997). Sie verläuft progredient, ist irreversibel (SCHOON et al. 
1995) und ihre Ätiopathogenese bislang unbekannt (HOFFMANN et al. 2009, KIE-
SOW et al. 2011). Neben Einzeldrüsen können auch sogenannte Drüsennester von 
der periglandulären Fibrose umgeben sein (KENNEY 1978, SCHOON et al. 1995) 
(Abb. 2.2, S. 8).  
Die Endometrose kann nur mittels eines Endometriumbioptates diagnostiziert wer-
den, da sie sich nicht durch klinische Untersuchungen feststellen lässt (SCHOON et 
al. 1992, SCHOON et al. 1994). SCHOON et al. (1997) konnten zeigen, dass ca.    
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40 % der Uterusbioptate in ihrem Untersuchungsgut endometrotische Alterationen 
aufwiesen. 
Therapieversuche mit chemischen (Kerosin, Dimethylsulfoxid [DMSO], Kollagenase, 
Polyvidon, Lotagen®) oder mechanischen Kürettagen (FRAZER et al. 1988, VAN 
CAMP 1988, BRACHER 1992, LEY 1994, SCHOON et al. 1995, SCHOON et al. 
1997) verliefen mit unbefriedigenden Ergebnissen. 
Abb. 2.2: Inaktive Endometrose 
Kleines Drüsennest (N) mit mittelgradiger 
periglandulärer Fibrose; daneben nicht be-







Nach SCHOON et al. (1995) treten im Rahmen der Endometrose Veränderungen an 
den glandulären Epithelien auf, wobei insbesondere glanduläre Fehldifferenzierun-
gen, Degenerationen und Dilatationen zu nennen sind. 
Glanduläre Fehldifferenzierungen (zyklussynchron bzw. -asynchron) sind laut RAILA 
(2000) bereits in frühen Endometrosestadien zu finden und werden durch einen di-
rekten Kontakt zwischen EEZ und ESZ verursacht. Im weiteren Verlauf der Endo-
metrose sind durch Sekretstau Dilatationen, Degenerationen und Drüsenatrophien zu 
vermerken (SCHOON et al. 1993). Diese sind vermutlich durch Kontraktion periglan-
dulärer Myofibroblasten bedingt (RAILA 2000) und können eine Druckatrophie bis zur 
vollständigen Verödung des Epithels hervorrufen (RICKETTS 1975, KENNEY 1978, 
FLORES et al. 1995, AUPPERLE et al. 2004).  
Innerhalb der fibrotischen Herde können unterschiedlich fehldifferenzierte Stromazel-
len gefunden werden. RAILA (2000) unterscheidet anhand morphologischer und 
funktioneller Unterschiede solche vom Typ I und II sowie Myofibroblasten. Stromazel-
len vom Typ I sind große, polymorphe Zellen mit hypochromatischen Zellkernen und 
viel Zytoplasma, welche kollagene Fasern bilden. Sie lagern sich vermutlich in frühen 
Stadien der Fibrose um die Drüsen und verursachen so eine Schädigung der Basal-
lamina (RAILA 2000). In späteren Stadien der Endometrose sind überwiegend Stro-
mazellen vom Typ II und Myofibroblasten zu finden. Beide haben eine längliche Zell-
form, mit schmalen zytoplasmatischen Ausläufern und einen zentral liegenden, 
länglich-ovalen Zellkern (RAILA 2000).  
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Als initiales Ereignis in der Pathogenese der Endometrose werden Basallamina-
alterationen (HOFFMANN 2006, HOFFMANN et al. 2009, KIESOW et al. 2011), aber 
auch Fehldifferenzierungen der Stromazellpopulation (RAILA 2000) angenommen. 
Weiterhin wird die Beteiligung verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokine (z.B. 
transforming growth factors, Matrix-Metallo-Proteinasen, u.a.) in diesem Zusammen-
hang diskutiert (RAILA 2000). Sie könnten eine Differenzierung von ESZ zu Myo-
fibroblasten bewirken. Zusätzlich wird ihnen eine entscheidende Rolle in der Modula-
tion der Extrazellularsubstanz zugesprochen (WALTER et al. 2005, SEVERIN et al. 
2006, GANJAM u. EVANS 2006, KIESOW et al. 2011).  
Einige Autoren diskutieren Endometritiden in einem ursächlichen Zusammenhang mit 
der Endometrose (KENNEY u. DOIG 1986, RICKETTS u. ALONSO 1991, FLORES 
et al. 1995). Andere sehen diese als sekundäre Begleiterscheinungen aufgrund der 
verminderten uterinen Clearence an (DOIG et al. 1981). Nach SCHOON et al. (1995) 
handelt es sich hierbei um voneinander unabhängige Prozesse. Weiterhin werden 
fokale Hypoxien des Endometriums durch Elastosen, Fibrosen und Fibroelastosen 
der Blutgefäße in der Ätiopathogenese der Endometrose diskutiert (GRÜNINGER et 
al. 1998, HOFFMANN 2006, HOFFMANN et al. 2009).  
2.3 Endometrium in vitro   
2.3.1 Allgemeine Betrachtungen 
Untersuchungen an verschiedenen Geweben und Organen unterschiedlicher Her-
kunft können außerhalb des Organismus mit Hilfe diverser Methoden durchgeführt 
werden. Hierzu werden histologische, immunhistologische, elektronenmikrosko-
pische, aber auch genetische Untersuchungsmethoden (z.B. cDNA-Microarray-
Analysen) herangezogen. Die Gemeinsamkeit dieser Methoden besteht darin, dass 
sie lediglich den Status praesens innerhalb des Gewebes wiedergeben. Im Rahmen 
experimenteller Studien ist dieser zwar durch den Experimentator beeinflussbar, al-
lerdings werden hierfür lebende Tiere benötigt (Tierversuch). Dies ist dadurch oft 
zeitaufwändig und kosten-/arbeitsintensiv sowie mit individuellen Schwankungen 
verbunden. In-vitro-Systeme bieten hier Vorteile, insbesondere in Bezug auf Unter-
suchungen von zellulären und subzellulären Gegebenheiten und deren Wechselwir-







Grundlegende Vorteile von In-vitro-Systemen sind: 
1. Verwendung definierter und kontrollierbarer Kulturbedingungen 
2. Homogenität des Versuchsaufbaues, unabhängig von äußeren Gegebenheiten 
3. Unabhängigkeit/Ersatz von Tierversuchen 
4. Wirtschaftlichkeit (aufgrund kleiner Ansatzmengen, geringer Verbrauch an Test-
substanz, etc.) 
5. Charakterisierung und weitgehende Homogenität der verwendeten Zelllinie 
6. Gezielte Induktion und Studium zellulärer Reaktionen und Zellinteraktionen 
Speziell bei Betrachtung des Uterus und der hormonell bedingten zyklischen Umbau-
vorgänge innerhalb des Organs, gestalten sich funktionelle Untersuchungen am le-
benden Tier bzw. an isolierten Organen aufwändig und schwierig, oder sind ethisch 
nicht vertretbar. Beispielsweise wäre für die Schaffung eines definierten und gezielt 
beeinflussbaren Hormonstatus eine Ovariektomie erforderlich.  
Um die genannten Nachteile am lebenden Organismus zu umgehen, wurden diverse 
Protokolle für die Isolierung und In-vitro-Kultur endometrialer Epithel- und/oder Stro-
mazellen bei verschiedenen Tierarten entwickelt, wobei einer Vielfalt an Modellen für 
Nagetiere (BITTON-CASIMIRI et al. 1977, CHAMINADAS et al. 1986, TOMOOKA et 
al. 1986, ARSLAN et al. 1995, PIVA et al. 1996, SHARMA et al. 2002, KOMATSU et 
al. 2003, INADA et al. 2006), Lagomorpha (GERSCHENSON et al. 1979, ORLICKY 
et al. 1987, MULHOLLAND et al. 1988, SHARMA et al. 2002) und Menschen 
(SATYASWAROOP et al. 1979, BENTIN-LEY et al. 1994, FLEMING 1999, MYLO-
NAS et al. 2000, MYLONAS et al. 2003b), wenige bei Pferden (WATSON et al. 1992, 
BRADY et al. 1992, BRADY et al. 1993, DAY et al. 1998, BUSCHATZ 2007) und an-
deren landwirtschaftlichen Nutztieren (DAY et al. 1998, ZHANG u. DAVIS 2000, TA-
KAHASHI et al. 2001, YAMAUCHI et al. 2003) gegenüber stehen.  
2.3.2 Ausgangsmaterial 
Bei der In-vitro-Kultur („Gewebekultur“) eukaryoter Zellen wird in Abhängigkeit vom 
verwendeten Ausgangsmaterial zwischen einer Organkultur (Explantatkultur, dreidi-
mensionale Kultur) und einer Zellkultur (dissoziiertes Gewebe) unterschieden 
(FRESHNEY 2010). Im Falle der endometrialen Gewebekultur werden neben trans-
zervikal entnommenen Uterusbioptaten (WATSON et al. 1992, BRADY et al. 1993, 
BENTIN-LEY et al. 1995, BUSCHATZ 2007) auch endometriale Geschabsel 
(VARMA et al. 1982) sowie vollständige Uteri als Ausgangsmaterialien eingesetzt 
(CHERNY u. FINDLAY 1990, ARSLAN et al. 1995, BUSCHATZ 2007).  
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Vollständige Organe bieten den Vorteil einer entsprechend höheren Zellausbeute, 
verglichen mit Bioptaten. Allerdings verschiebt sich hier der Beginn der Isolierung 
aufgrund der technisch und räumlich aufwändigeren Probenentnahme um einen nicht 
unerheblichen Zeitraum. Dies kann zu starken Variationen hinsichtlich der Lebensfä-
higkeit der Zellen führen (s. Kap. 2.3.5, S. 13 f.). 
2.3.3 Zellisolierung 
Die einfachste Methode der Isolierung und Kultur endometrialer Zellen ist die Ver-
wendung eines Explantates, ohne eine vorherige Dissoziation des Gewebes 
(SHARMA et al. 2002, FRESHNEY 2010). Aus entsprechenden Explantatkulturen 
wachsen innerhalb von ca. 7 - 10 Tagen Zellen heraus und bilden einen Hof um das 
Gewebestück. Dieses, aus Mangel an Alternativen, überwiegend in den Anfängen 
der In-vitro-Kultur angewandte Verfahren ist für kleine Probengrößen geeignet, da es 
mit einem sehr geringen Zellverlust einhergeht. Allerdings besitzt diese Methode den 
Nachteil einer zellulären Migrations- und Anheftungsselektion aus dem Explantat 
heraus (FRESHNEY 2010). Weiterhin sind entsprechende Kulturen wenig homogen 
bezüglich der eingebrachten Zellmenge (unkontrolliertes Einsäen und Wachstum) 
und beanspruchen eine lange Kulturdauer, sodass diese Methode heute weniger 
Verwendung findet und stattdessen eine Dissoziation des Gewebes bis hin zu Ein-
zelzellen angestrebt wird. Diese Dissoziation kann auf mechanischem (meist durch 
schneidende Werkzeuge) und/oder enzymatischem Wege erfolgen, wobei zumeist 
eine Kombination dieser Techniken Verwendung findet (FRESHNEY 2010). Aller-
dings besitzen diese Methoden auch Nachteile: sie sind arbeits- und zeitintensiver, 
mit einem mechanischen und enzymatisch bedingten Zellverlust vergesellschaftet 
und setzen genaue Kenntnisse des genutzten Gewebes in Bezug auf den Gehalt und 
die Art der Interzellularsubstanz voraus (FRESHNEY 2010). 
Verschiedene Enzyme (auch in Kombination) finden bei der Herstellung endometria-
ler Kulturen Verwendung: 
- Trypsin:   VARMA et al. 1982, IGUCHI et al. 1984, LU et al. 2008 
- Kollagenase:  SATYASWAROOP et al. 1979, WATSON et al. 1992,  
BRADY et al. 1992, BRADY et al. 1993, CLASSEN-LINKE 
et al. 1997, ARNOLD et al. 2001, BUSCHATZ 2007 
- Dispase, Pankreatin:  DAVIS u. BLAIR 1993, ARSLAN et al. 1995 
- DNAse:    CASSLEN u. HARPER 1991, BRADY et al. 1992,  
BRADY et al. 1993 
- Hyaluronidase:  VARMA et al. 1982 
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Die jeweilig verwendeten Enzyme bieten bei der Zellisolierung gewisse Vor- und 
Nachteile. So ist zum Beispiel Trypsin im Vergleich zu Kollagenase sehr effektiv in 
der Dissoziation der Zellen, allerdings sind einige Gewebe, insbesondere Epithelien, 
Trypsin-empfindlich (FRESHNEY 1972). Darüber hinaus ist Trypsin unwirksam bei 
stark kollagenhaltigen Geweben und für die Erhaltung präexistenter Organstrukturen 
(z.B. Drüsenaggregate) nicht geeignet, da es eine Einzelzellsuspension entstehen 
lässt (FRESHNEY 2010). 
2.3.4 Zellseparation 
Endometriale Epithel- und Stromazellen besitzen in vitro, als auch in situ, unter-
schiedliche Eigenschaften, welche eine Separation erfordern. Die Kenntnis dieser 
Unterschiede erleichtert aber auch die Separation beider Zellarten.  
Zum eingehenden Studium der spezifischen zellulären Eigenschaften wie Wachs-
tumsverhalten, Wachstumsgeschwindigkeit, Expression von Intermediärfilamenten 
und Rezeptoren, Ansprechbarkeit auf Hormone sowie Funktionsaktivität, aber auch 
um den jeweiligen Kulturbedürfnissen Rechnung zu tragen, ist daher eine weitge-
hende Trennung der Zellarten zwingend notwendig. Andererseits wären keine Aus-
sagen zu bestimmten Eigenschaften einer Zellart möglich. 
Ein weiterer, nicht unerheblicher Grund für eine Separation ist das vielfach beobach-
tete Überwuchern der meist langsamer proliferierenden epithelialen Kulturen durch 
die sich schneller teilenden Stromazellen/Fibroblasten, welches bereits bei einer ge-
ringen initialen Kreuzkontamination auftritt (MATTHEWS et al. 1992, BUSCHATZ 
2007, FRESHNEY 2010). 
Wie von diversen Autoren beschrieben, liegen die Stromazellen nach enzymatischer 
Dissoziation des Ursprungsgewebes als Einzelzellen vor (WATSON et al. 1992, BU-
SCHATZ 2007). Bei Epithelzellen ist dies in Abhängigkeit vom verwendeten Enzym 
ebenfalls möglich, jedoch sollten, um eine hohe Überlebensrate zu erreichen, bevor-
zugt Epithelzellcluster eingesät werden (MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-LINKE 
et al. 1997, BUSCHATZ 2007). Daraus ergeben sich sowohl Größen-, als auch    
Gewichtsunterschiede (Stromazellen sind kleiner und leichter), welche eine Auftren-
nung durch Filtration (CLASSEN-LINKE et al. 1997, ARNOLD et al. 2001, BU-
SCHATZ 2007, LU et al. 2008) und/oder Sedimentation ermöglichen (CASSLEN u. 
HARPER 1991, WATSON et al. 1992, BUSCHATZ 2007).  
Eine weitere Trennung der Zellen ist mit Hilfe der Differenzialadhärenz möglich 
(FRESHNEY 2010), bei der die schnellere Adhäsion von Stromazellen auf der 
Wachstumsoberfläche (meist innerhalb von 15-30 Minuten) ein Abhebern der epithe-
lialen Zellen mit dem Überstand ermöglicht (YAMAUCHI et al. 2003).  
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Einige Autoren verstärken zudem die durch das Gewicht bedingten Sedimentations-
geschwindigkeiten durch Anwendung einer diskontinuierlichen Dichtegradienten-
zentrifugation (LIU u. TSENG 1979, FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, BUSCHATZ 
2007), bei der die gewünschten Zellen an den Grenzflächen der Gradienten akkumu-
lieren. 
Mit Hilfe der beschriebenen physikalischen Methoden (zum Teil auch in Kombination) 
liegen die zu erreichenden Reinheitsgrade bei den Epithelzellen zwischen 51 und   
99 % (FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, WATSON et al. 1992, CLASSEN-LINKE et 
al. 1997, BUSCHATZ 2007) und bei den ESZ zwischen 90 und 99 % (FERNANDEZ-
SHAW et al. 1992, WATSON et al. 1992, BHARGAVA et al. 1995, BUSCHATZ 
2007).  
BUSCHATZ (2007) beschreibt zudem eine Verminderung der Zytokeratin-positiven 
(= epithelialen) Zellen in Stromazellkulturen höherer Passagen, möglicherweise be-
dingt durch eine Selektion bei der Subkultivierung. Weiterhin beobachtet sie einen 
steigenden Anteil stromaler Zellen bei EEZ-Kulturen in Abhängigkeit vom verwende-
ten Kultursubstrat. Eine Kultur auf dem Basalmembranextrakt Matrigel®, welches aus 
dem Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom der Maus hergestellt wird (BD BIOSCIENCES 
2002) und verschiedene EZM-Bestandteile sowie Wachstumsfaktoren enthält 
(KLEINMAN et al. 1982, MCGUIRE u. SEEDS 1989), ist in ihrem Untersuchungsgut 
weiterhin für eine Wachstumsselektion von Epithelzellen von Vorteil.  
MATTHEWS und Mitarbeiter (1992) weisen vereinzelt Faktor-VIII positive Zellen  
(Gefäßendothelien) in Kulturen des humanen Endometriums nach. Entsprechende 
Befunde sind nach BUSCHATZ (2007) im Pferdeendometrium in vitro nicht zu identi-
fizieren. 
2.3.5 Vitalität und Vitalitätsbestimmung 
Die mechanische und enzymatische Dissoziation des Gewebes, die folgende Tren-
nung der Zellarten und die sich anschließende Überführung in ein artifizielles Milieu 
führt zu einem ausgeprägten Selektionsdruck, welcher sich durch das Absterben vie-
ler Zellen innerhalb der Zellpopulationen äußert (FRESHNEY 2010). Allein anhand 
der Morphologie der Einzelzelle in einer Suspension ist am Mikroskop keine direkte 
Unterscheidung lebender von toten Zellen möglich. Eine Zählung der Gesamtzellzahl 
würde demzufolge zu hohe Werte wiedergeben. Um jedoch nahezu gleiche Bedin-
gungen pro Kulturansatz zu gewährleisten, ist es notwendig, die genaue Anzahl le-
bender Zellen zu verifizieren (FRESHNEY 2010).  
Dies kann mit Hilfe von Vitalitätstests erfolgen. Hierbei kommen neben Farbstoffauf-
nahme-, Chromfreisetzung- und Stoffwechseltests, am häufigsten Farbstoffaus-
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schlusstests zum Einsatz. Bei diesen wird die Impermeabilität vitaler Zellmembranen 
für verschiedene Farbstoffe (z.B. Trypan-Blau) zur Unterscheidung lebender und to-
ter Zellen ausgenutzt (FRESHNEY 2010).  
Die Auszählung der entsprechenden Proben wird entweder manuell in Hämo-
zytometern (z.B. Neubauer-Zählkammer) oder in elektronischen Zellzählautomaten 
(LINDL 2002) vorgenommen. Während dies bei ESZ, wie oben beschrieben, erfolgen 
kann, ist die Zählung der endometrialen Epithelzellen aufgrund der zellulären Über-
lagerung in einem Drüsenschlauch erschwert (BUSCHATZ 2007). 
Der Anteil der als vital bestimmten Zellen ist direkt von der Zeitdauer zwischen der 
Entnahme des Gewebes (bzw. dem Tod des Tieres) und dem Beginn der Isolierung 
abhängig (BUSCHATZ 2007). So können bei sofortiger Verarbeitung nach der Ent-
nahme 72 - 95 % vitale Stromazellen gewonnen werden (BHARGAVA et al. 1995, 
BLÄUER et al. 2005, BUSCHATZ 2007), deren Anteil nach BUSCHATZ (2007) auf 
teils unter 67 % (minimal 50 %) absinkt, wenn die Entnahme länger zurück liegt (bis 
zu 15 Stunden).  
Bei Epithelzellen werden Vitalitätsraten von über 90 bis 95 % (FORTIER et al. 1988, 
TAKAHASHI et al. 2001) beobachtet, deren Anteil auf ca. 60 % sinkt, wenn eine voll-
ständige Vereinzelung der Drüsenschläuche erfolgt (VIGANO et al. 1993). Im equi-
nen Endometrium liegt der Anteil vitaler Zellen bei Verwendung von Bioptaten und 
innerhalb einer Stunde verarbeiteten ganzen Uteri laut BUSCHATZ (2007) im Be-
reich zwischen 50 und 64 %. Bei längeren Liegezeiten nimmt diese Zahl bis auf 30 % 
ab.  
Die Versuche, aus euthanasierten Tieren lebensfähige Kulturen zu gewinnen, liefern 
unterschiedliche Ergebnisse. So gelingt BUSCHATZ (2007) eine Anzucht lebender 
Zellen nicht, während BÖTTCHER et al. (2010) und THEUSS et al. (2010) hierbei 
erfolgreich sind. 
2.3.6 Kultivierung 
In einer Primärkultur bestehen im Allgemeinen zwei Wege, einen Einfluss auf den 
Funktionszustand der kultivierten Zellen zu nehmen. Voraussetzung dazu ist jedoch, 
dass die entsprechenden Zellen physiologischerweise in der Lage sind, verschiede-
ne Funktionszustände zu erlangen. Im Falle des Endometriums wäre dies zum einen 
der Zeitpunkt der Gewebeentnahme, da endometriale Zellen in Primärkultur über ei-
nen gewissen Zeitraum ihren in situ erlangten Funktionszustand bewahren 
(MYLONAS et al. 2003b). Die zweite Möglichkeit, diesen zu beeinflussen, stellen die 
Kulturbedingungen dar, welche insbesondere eine spezifische Differenzierung bewir-
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ken können bzw. zumindest den primär vorhandenen Zustand in gewissen Grenzen 
zu konservieren vermögen (FRESHNEY 2010). 
Die wichtigsten Kulturbedingungen sind nach FRESHNEY (2010) die Wachstums-
oberfläche, das Nährmedium, die Gasphase und die Inkubationstemperatur. 
Im Folgenden wird auf deren Funktion näher eingegangen. 
2.3.6.1 Wachstumsoberfläche  
Verschiedene Wachstumssubstrate kommen bei endometrialen Kulturen zu Einsatz. 
Zumeist sind dies Einwegplastikmaterialien in Form von Zellkulturflaschen (z.B. aus 
Polystyren oder Polypropylen) (PIERRO et al. 2001, MYLONAS et al. 2003b, BU-
SCHATZ 2007, BÖTTCHER et al. 2010). Diese bieten den Vorteil einer planen Ober-
fläche von optisch guter Qualität, welche ein reproduzierbares, gleichmäßiges Be-
wachsen sichert (FRESHNEY 2010). Einige Autoren verwenden konditio-
nierte/beschichtete Oberflächen mit Extrazellularsubstanzen (EZM) wie Kollagenen, 
Matrigel®, Laminin, Fibronektin oder Vitrogen (MUNSON et al. 1990, CASSLEN u. 
HARPER 1991, HOPFER et al. 1994, XIAO u. GOFF 1998, YAMAUCHI et al. 2003, 
BLÄUER et al. 2005, BUSCHATZ 2007), um eine Differenzierung zu bewirken.  
Ebenfalls verbreitete Anwendung finden Membraneinsätze verschiedener Grundma-
terialien, welche unbeschichtet oder mit einer der o.g. EZM beschichtet verwendet 
werden (MUNSON et al. 1990, SCHATZ et al. 1990, ARNOLD et al. 2001, BLÄUER 
et al. 2005, BUSCHATZ 2007). Die Verwendung von Membraneinsätzen eignet sich 
darüber hinaus für verschiedene Kokulturmodelle des Endometriums (ARNOLD et al. 
2001, PIERRO et al. 2001, LU et al. 2008). 
Eine weitere, einfache und kostengünstige Methode stellt die Kultivierung auf Glas 
dar (FRESHNEY 2010). 
2.3.6.2 Medien  
Es existieren zahlreiche verschiedene, definierte Zellkulturmedien, welche sich, all-
gemein zusammengefasst, aus unterschiedlichen Mengen an Aminosäuren, Vitami-
nen, Salzen, Glucose, organischen Supplementen und einem anorganischen Puffer 
(NaHCO3, HEPES) zusammensetzen (LINDL 2002, FRESHNEY 2010).  
Bei der endometrialen Zellkultur sind RPMI 1640 (XIAO u. GOFF 1998, GROOTHUIS 
et al. 2002, BUSCHATZ 2007) und Mischungen aus DMEM und Ham´s F-12 am ge-
bräuchlichsten (CASSLEN u. HARPER 1991, YAMAUCHI et al. 2003, BÖTTCHER et 
al. 2010). Es handelt sich bei diesen Medien zwar um zum Teil extra für die serum-
freie Kultur entwickelte Medien (speziell Ham´s F-12), jedoch wird diesen dennoch 
Serum zugesetzt, welches als unspezifischer Wachstumsfaktor dienen soll (LINDL 
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2002, FRESHNEY 2010). Da die verwendeten Sera um die 1000 verschiedene Sub-
stanzen (u.a. Hormone, Bindungsproteine, Anheftungsfaktoren, Wachstumsfaktoren, 
Aminosäuren, anorganische Salze, Spurenelemente, Albumin) oder sogar uner-
wünschte Bestandteile (Toxine, Pyrogene, Bakterien, Pilze, Viren) enthalten und zu-
dem starken Chargenschwankungen unterliegen (LINDL 2002, SCHMITZ 2007, 
FRESHNEY 2010), werden serumfreie Kulturen endometrialer Zellen entwickelt 
(CASSLEN u. HARPER 1991, HAINING et al. 1991, MAHFOUDI et al. 1992, FU-
KAMACHI 1992).  
Über den Gehalt an Serum in einem Medium ist auch eine Selektion zwischen Epi-
thel- und Stromazellen möglich, so proliferieren ESZ bei höheren Serumkonzentra-
tionen besser als EEZ (MERVIEL et al. 1995, GUERIN et al. 1997). 
Zusätzlich werden diesen Medien weitere definierte Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, 
Insulin, Transferrin, Selen, insulin-like growth factor) zugesetzt, um bestimmte Effek-
te, z.B. eine Wachstumssuppression stromaler Zellen, die Induktion der Differenzie-
rung sowie Wachstums- oder Adhäsionsförderung zu bewirken (HAINING et al. 1991, 
ARNOLD et al. 2001, BÖTTCHER et al. 2010, FRESHNEY 2010). 
Der pH-Wert des Mediums sollte im Regelfall bei 7,4 liegen (FRESHNEY 2010). Ab-
hängig von der Wachstumsgeschwindigkeit, der Pufferkapazität des Mediums und 
der Zelldichte wird das Medium alle 2 bis 4 Tage gewechselt (IGUCHI et al. 1983, 
WATSON et al. 1992, BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007).  
2.3.6.3 Kulturbedingungen 
Nach FRESHNEY (2010) sind atmosphärischer Sauerstoff und CO2 (in einer Kon-
zentration von 3 - 5 %) die wichtigsten Bestandteile der Gasphase eines Brutschran-
kes und damit der Kulturbedingungen. Sauerstoff ist essentiell für den Energiestoff-
wechsel, während CO2 die Funktion der Pufferung des Mediums zukommt und daher 
definiert hinzugegeben wird. 
Die überwiegende Mehrheit von Säugetierzellen wächst bei Temperaturen um die   
37 °C, wobei diese Temperatur nicht nur das Wachstu m, sondern auch den pH-Wert 
über die Löslichkeit des CO2 beeinflusst (FRESHNEY 2010). Weiterhin sollte bei ge-
ringer Mediummenge (< 13 ml) eine relative Luftfeuchtigkeit zwischen 80 % und    
100 % gewährleistet werden (LINDL 2002). 
2.3.7 Passagierung und Kryokonservierung 
Wenn in vitro innerhalb der Kulturschalen der Boden durch Zellen vollständig bedeckt 
ist (= Monolayer), wachsen adhärente Zelllinien nicht mehr weiter. Dies kann zum 
Absterben der Kultur führen. Aus diesem Grund ist es notwendig, die Zellen nach 
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erreichen dieser Maximaldichte zu „verdünnen“. Dies geschieht durch das Passagie-
ren (oder auch Splitten) der Zellen, d.h. diese werden in geringerer Dichte aus ihrem 
Kulturgefäß in ein neues überführt und man erhält eine weitere Passage (LINDL 
2002). Bei den so umgesetzten Zellen wird das Zellalter neu definiert, d.h. Zellen, die 
sich seit einer Woche in dem neuen Kulturgefäß befinden, sind sieben Tage alt. Das 
Ablösen endometrialer Zellen kann entweder mechanisch mittels Zellschaber 
(ZHANG et al. 1995) oder enzymatisch erfolgen (BRADY et al. 1992, BUSCHATZ 
2007). Epithelzellen zeigen in Kultur eine sehr schlechte bis fehlende Passagierbar-
keit (MATTHEWS et al. 1992, VIGANO et al. 1993, BUSCHATZ 2007). ZHANG et al. 
(1995) berichten jedoch von erfolgreichen Subkultivierungen epithelialer Zellen bei 
einer Halbierung der gewonnenen Zellmenge vor erneuter Aussaat.  
Stromazellen lassen sich mittels Trypsin gut passagieren, sodass bis zu 50 oder 
mehr Subkultivierungen beschrieben sind (HOLINKA 1988). Die Zellen behalten da-
bei überwiegend ihre Diploidie (KIRK et al. 1978). Erst danach erreichen sie das so-
genannte Hayflick-Limit, welches die begrenzte Anzahl an Zellteilungen eukaryoter 
Zellen (ca. 50) bezeichnet, bevor die Apoptose eingeleitet wird. Benannt ist es nach 
dem Entdecker Leonard Hayflick (HAYFLICK 1965). 
Um eine etablierte Zelllinie gegen Veränderungen (z.B. gegen genetische Drift, Kon-
tamination, anderweitigem Verlust) zu schützen, empfiehlt es sich, diese zu konser-
vieren. Am besten geschieht dies bei -196 °C in flü ssigem Stickstoff, wobei die ver-
wendete Zellsuspension eine hohe Zellkonzentration sowie einen Gefrierschutzstoff 
(DMSO oder Glycerol) enthalten (FRESHNEY 2010) und langsam (ca. 1 °C/min) ein-
gefroren werden sollte (LOVELOCK u. BISHOP 1959, LEIBO u. MAZUR 1971). 
MUNSON et al. (1988) berichten von erfolgreichen Kryokonservierungen boviner epi-
thelialer und stromaler Zellen. 
2.3.8 Charakterisierung kultivierter Endometriumzel len 
Für weiterführende Untersuchungen an kultivierten endometrialen Zellen und die In-
terpretation der Ergebnisse ist es notwendig, eine eingehende Charakterisierung der 
Zellen vorzunehmen. 
Während der Kultur kann eine morphologische Charakterisierung im Phasenkon-
trastmikroskop erfolgen, wobei sich Epithelzellen auf Plastikoberflächen als polygo-
nale, dicht liegende und aus Kolonien auswachsende Zellen darstellen 
(SATYASWAROOP et al. 1979, RICKETTS et al. 1983, ZHANG et al. 1991, WAT-
SON et al. 1992, BUSCHATZ 2007). Stromazellen besitzen dagegen speziesüber-
greifend eine spindelige bis sternförmige, insgesamt als „fibroblastenartig“ zu be-
zeichnende Gestalt (HOLINKA u. GURPIDE 1987, CHERNY u. FINDLAY 1990, 
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ZHANG et al. 1991, WATSON et al. 1992). Im Gegensatz zu den als Monolayer vor-
kommenden epithelialen Zellen können die Stromazellen ein Übereinanderwachsen 
zeigen (RICKETTS et al. 1983, BUSCHATZ 2007). 
 
Abb. 2.3:  Schematische Darstellung der Stromazellmorphologie; spindelig (A) und stern-
förmig (B) (nach NEGAMI u. TOMINAGA 1990). 
Eine weitere Charakterisierung kann mittels der ultrastrukturellen Untersuchung spe-
zifischer Zellorganellen erfolgen. So weist BUSCHATZ (2007) das Vorhandensein 
von rauem endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat und Mitochondrien, aller-
dings ein Fehlen von Oberflächenmodifikationen in ESZ nach. Diese Befunde decken 
sich mit den Ergebnissen bei anderen Spezies (KIRK et al. 1978, RICKETTS et al. 
1983, ZHANG et al. 1991). Epithelzellen in Kultur bilden, zusätzlich zu den Spezifika 
der Stromazellen, laterale Zellverbindungen in Form von Interdigitationen, Zonulae 
occludentes und -adhaerentes, tight junctions sowie Desmosomen, aber auch Mikro-
villi und apikale Sekretionsvesikel aus (GLASSER et al. 1988, NEGAMI u. TOMINA-
GA 1989, MUNSON et al. 1990, BRADY et al. 1993, ZHANG u. DAVIS 2000, BU-
SCHATZ 2007).  
Anhand immunhistologischer Untersuchungen von Intermediärfilamenten kann in 
vitro und in vivo eine eindeutige Unterscheidung zwischen EEZ und ESZ anhand des 
epithelspezifischen Markers Zytokeratin erfolgen (AUPPERLE et al. 2004, BU-
SCHATZ 2007, BÖTTCHER et al. 2010). Zusätzlich exprimieren Epithelzellen in vitro 
Vimentin (MUNSON et al. 1988, CLASSEN-LINKE et al. 1997, GALABOVA-KOVACS 
et al. 2004, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER et al. 2010). Dieses Filament lässt sich 
nach BUSCHATZ (2007) und BÖTTCHER et al. (2010) auch in Stromazellen in Kul-
tur nachweisen und eignet sich daher nicht für eine Unterscheidung zwischen den 
beiden Zellarten, während eine α-Aktin-Expression ausschließlich in ESZ anzutreffen 
ist.  
Ein spezifisches Charakteristikum endometrialer Zellen in vivo ist deren Ausstattung 
mit Rezeptoren für die Steroidhormone Östrogen und Progesteron (AUPPERLE et al 
2000), welche sich immunhistologisch auch bei kultivierten Epithel- und Stromazellen 
der Frau und der Hündin nachweisen lassen (FLEMING et al. 1980, MYLONAS et al. 
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2000, GALABOVA-KOVACS et al. 2004). Ein entsprechender Nachweis gelingt BU-
SCHATZ (2007) weder an kultivierten Epithel- noch an Stromazellen des Pferdes. Zu 
äquivalenten Ergebnissen kommen auch BÖTTCHER et al. (2010) an gleichartig kul-
tivierten EEZ. Sie können allerdings bei Verwendung eines anderen Grundmediums 
und Zugabe diverser Additive eine Immunoreaktivität für ERα zeigen.  
Ein weiteres spezifisches endometriales Markerprotein stellt das Inhibin dar, welches 
bei der Frau auch in Kultur in signifikanter Menge vorhanden ist. Zudem ist dessen 
Expressionsintensität und Sekretionsmenge von der Zyklusphase des endometrialen 
Gewebes zum Zeitpunkt der Entnahme direkt abhängig (MYLONAS et al. 2003a, 
MYLONAS et al. 2003b). Die höchsten Werte sind in der späten sekretorischen Pha-
se zu finden, während basale Mengen in proliferativen glandulären Epithelien und 
der frühen Sekretion verzeichnet werden (MYLONAS et al. 2003a, MYLONAS et al. 
2003b). 
Die Identifizierung und Charakterisierung von Zelllinien kann weiterhin anhand einer 
Chromosomenanalyse erfolgen (FRESHNEY 2010). Mit der Erstellung eines Karyo-
typs und der Anfertigung einer Chromosomenbänderungsfärbung (G- oder Q-
Banden), kann eindeutig die Spezies und das Geschlecht bestimmt werden. Weiter-
hin erlaubt diese Technik Aussagen zum Chromosomensatz (Ploidie) und evtl. vor-
handenen Aberrationen (Brüche, Fusionen, Polysomien, Bänderungsanomalien, etc.) 
(FRESHNEY 2010). 
2.3.9 Differenzierung und Entdifferenzierung 
Bei der Differenzierung handelt es sich um einen Prozess, der in vivo zur Ausprä-
gung phänotypischer Eigenschaften funktionell voll entwickelter Zellen führt 
(FRESHNEY 2010).  
Entdifferenzierung stellt den Verlust von Differenzierungseigenschaften bei tumurö-
ser Entartung des Gewebes oder Wachstum in Kultur dar (FRESHNEY 2010). Da mit 
fortschreitender Differenzierung die proliferative Aktivität erlischt, schließen sich Proli-
feration und Expression von Differenzierungsmarkern gegenseitig aus (SAJONSKI u. 
SMOLLICH 1969, FRESHNEY 2010) (s. Abb. 2.4, S. 20).  
Nach FRESHNEY (2010) gibt es vier Hauptparameter der In-vitro-Differenzierung, 
welche aktiv beeinflussbar sind: 
1. lösliche Faktoren (Nährstoffe, Hormone, O2/CO2-Verhältnis) 
2. Polarität und Gestalt (Nährstoffzutritt, Signalübertragung) 
3. Zell-Zell-Wechselwirkungen (Zelldichte, Kokultur, histotypische Kultur) 





Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Diskrepanz einer tierischen Zelle zwischen Pro-
liferation und Differenzierung (in Anlehnung an SAJONSKI u. SMOLLICH 
1969, FRESHNEY 2006, FRESHNEY 2010). 
 
Dabei ist der Übergang einer flachen, proliferierenden Zelle hin zu einer isoprismati-
schen differenzierten Zelle (= Polarisierung) in vitro als wichtiges Differenzierungskri-
terium von Epithelzellen anzusehen (FRESHNEY 2010). Eine solche Differenzierung 
ist ein essentieller Parameter für die Verwendbarkeit der Zellkultur als Modell des 
Endometriums. Nach FINDLEY et al. (1990) neigen insbesondere endometriale Epi-
thelzellen in Abwesenheit von Stromazellen oder Extrazellularmatrix zu einer Ent-
differenzierung. 
2.3.10 Differenzierungsmarker endometrialer Zellen in vitro  
Als Differenzierungsmarker werden im Endometrium u.a. die Zytokeratine der Epithe-
lien (MOLL et al. 1982) oder Glycodelin für Drüsenzellen (MYLONAS et al. 2000, 
SEPPÄLÄ et al. 2002) genutzt. Eine fortgeschrittene Differenzierung humaner endo-
metrialer Zellen ist durch das Vorhandensein von Östrogen- und Progesteronrezepto-
ren (MYLONAS et al. 2000, KLEMMT et al. 2006) sowie Inhibin-α (MYLONAS et al. 
2003b) gekennzeichnet. 
Nach den Ansätzen von ARNOLD et al. (2001) und LU et al. (2008) (s. Abb. 2.5), ist 
die Kokultivierung endometrialer Epithel- mit Stromazellen in einer direkten bzw. or-
ganotypischen Kokultur essentiell für die Ausbildung endometrialer Spezifika und 
einer weit fortgeschrittenen zellulären Differenzierung. 
 
Abb. 2.5: Ansätze zur Kokultur mit direktem Zell-Zell-Kontakt (nach ARNOLD et al. 
2001, LU et al. 2008). 
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2.3.10.1 Östrogen- und Progesteronrezeptoren  
Über die spezifischen molekularen Charakteristika dieser Rezeptoren bei Pferden ist 
bisher nichts bekannt, jedoch weisen die molekularen Strukturen der Östrogen- (ER) 
und Progesteronrezeptoren (PR) verschiedener Säugetiere einschließlich des Men-
schen starke Ähnlichkeiten auf, sodass nachfolgend überwiegend die Gegebenheiten 
beim Menschen dargestellt sind. 
Die zur Familie der intranukleären Rezeptoren gehörenden Östrogen- und Progeste-
ronrezeptoren sind ligandenabhängige Transkriptionsfaktoren der entsprechenden 
Steroidhormone, welche die Genaktivität direkt im Zellkern vermitteln. Hierzu binden 
sie ihren Liganden (das entsprechende Hormon) im Zytosol reversibel und mit einer 
hohen Affinität und übertragen so die spezifischen Wirkungen von Östrogen und 
Progesteron (EVANS 1988, HAM u. PARKER 1989, AGARWAL 1990, PARKER 
1990, DÖCKE 1994). Vor der Zeit-, Temperatur- und Calcium-abhängigen Transloka-
tion in den Zellkern erfahren die Hormon-Rezeptor-Komplexe eine sterische Ände-
rung (DÖCKE 1994). 
 
Abb. 2.6: Wirkmechanismus der Steroidhormone (nach BOJAR 1988). 
 
Die ER- und PR besitzen eine ähnliche heterotetramere Struktur (SEGNITZ u. GEH-
RING 1995). Beide Rezeptoren enthalten eine C-terminale Hormon-bindende Domä-
ne und eine zentrale DNA-bindende Domäne. Letztere bindet nach Konformitätsän-
derung des Hormon-Rezeptor-Komplexes an spezifische Elemente der DNA (sog. 
Hormone-Responsive-Element, im Folgenden HRE genannt) (TSAI u. O'MALLEY 
1994) und vermittelt so die Funktion der Steroidhormone. Entsprechende HRE sind 
in allen durch Steroide regulierten Genen nachweisbar (JENSEN 1990) und stellen 
einen hormonabhängigen Transkriptions-Verstärker innerhalb des Genoms dar 
(YAMAMOTO 1985). Durch die Bindung des aktivierten Rezeptors an die HRE wird 
so die Transkription stimuliert (HAM u. PARKER 1989).  
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Da neben den Transkription fördernden auch hemmende HRE existieren, können 
Östrogen und Progesteron die Transkription bestimmter Gene induzieren und gleich-
zeitig die Expression anderer Gene supprimieren (AKERBLOM u. MELLON 1991, 
LANDERS u. SPELSBERG 1992). 
Neben den bekannten, sog. „klassischen“ intranukleären Wirkmechanismen der Ste-
roidhormone, mehren sich in den letzten Jahrzehnten die Berichte über „nicht-
klassische“, membrangebundene oder auch frei im Zytosol befindliche Steroidhor-
monrezeptoren, welche schnelle Wirkungen der Hormone vermitteln (WEHLING u. 
LOSEL 2006, LEVIN 2008, BISHOP u. STORMSHAK 2008). Zu diesen zählen bei-
spielsweise die Progesteron-induzierte Anästhesie (SELYE 1941), die Akrosomen-
reaktion in Spermien (OSMAN et al. 1989) und die Aktivierung der Stickoxydsynthase 
in Endothelzellen durch Östrogene (MENDELSOHN 2000). Diese Rezeptoren kön-
nen sowohl an der Zellmembran, aber auch an intrazellulären Membranen lokalisiert 
sein, wie z.B. der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 30 (GPR30) (REVANKAR et al. 
2005). 
Der klassische Östrogen-Rezeptor existiert in zwei Subtypen, als ERα und ERβ, wo-
bei ERα - im Gegensatz zu ERβ - als uterusspezifisch anzusehen ist (NILSSON u. 
GUSTAFSSON 2011).  
Der immunhistologische Nachweis der Hormonrezeptoren (BEVITT et al. 1997) kann 
in situ an Kryostat- (BRUNCKHORST et al. 1991) oder Paraffinschnitten (ÖZGEN 
1999, AUPPERLE et al. 2000), aber auch an endometrialen Zellen in vitro erfolgen 
(BÖTTCHER et al. 2010).  
Nach BOJAR et al. (1988) sind die Rezeptoren nach der Gewebe- bzw. Probenent-
nahme thermolabil. Insbesondere die Progesteronrezeptorkonzentration sinkt bei 30-
minütiger Lagerung bei Raumtemperatur um etwa zwei drittel, die Konzentration von 
ER im selben Zeitraum um ein drittel. 
2.3.10.2 Inhibin 
Bereits im Jahr 1923 vermuteten MOTTRAM u. CRAMER eine Substanz welche, 
vom Hoden produziert, auf die Hypophyse wirkt. MCCULLAGH (1932) bestätigte 
später diese Hypothese, indem er eine starke Suppression der FSH-Sekretion des 
Hypophysenvorderlappens durch Verabreichung von wasserlöslichem Extrakt aus 
den Hoden kastrierter Ratten zeigen konnte. Aufgrund dieser Entdeckung wurde die 
vermutete Substanz folglich als Inhibin bezeichnet. Weitere 57 Jahre später wurde 
der erste Radioimmunoassay vorgestellt, welcher in der Lage war, die Inhibin-α-
Konzentration im Serum zu bestimmen (HAMADA et al. 1989).  
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Inhibin wird als heterodimeres Glykoproteinhormon, bestehend aus einer α- und ei-
ner von zwei β-Untereinheiten (UE), gebildet (s. Abb. 2.7). Die α-Untereinheit ist in 
allen Inhibinen vorhanden und über zwei Disulfidbrücken mit der spezifischen β-UE 
verbunden, wobei eine βA- (= Inhibin-A) bzw. eine βB-UE (= Inhibin-B) existieren 
(VALE et al. 1986, LING et al. 1986).  
 
Abb. 2.7: Schematische Struktur von Inhibin A und B (LEUNG et al. 1998). Die ver-
schiedenen Untereinheiten (α-, βA- bzw. βB-Untereinheit) sind über Disulfid-
brückenbindungen (Verbindungslinien) miteinander verbunden. 
 
Inhibin stellt eine im Genom hoch konservierte Substanz dar und ist somit wenig im-
munogen, daher war die Herstellung spezifischer monoklonaler Antikörper und As-
says lange Zeit nicht zufriedenstellend möglich (LUISI et al. 2005).  
Inhibine werden überwiegend in den Gonaden produziert. In Tab. 2.2 (S. 24) befindet 
sich eine Auflistung der in der Literatur nachgewiesenen, Inhibin-produzierenden 
Zellarten im weiblichen Genitale von Mensch und Pferd sowie die Nachweismethode 
und - sofern vorhanden - der Nachweis in vitro. Darüber hinaus kommen Inhibine in 
der Plazenta und extragenital in der Nebenniere, der Leber, im Gehirn, dem Kno-
chenmark und der Adenohypophyse vor (MEUNIER et al. 1988).  
Den Inhibinen kommt die Aufgabe eines Negativ-Feedbacks innerhalb der Hypophy-
sen-Ovar-Uterus-Achse zu, durch den die FSH-Sekretion der Hypophyse beeinflusst 
wird (KEOGH et al. 1976). So kann bei Ratten durch Applikation von Inhibin-
Antiserum eine Steigerung der FSH-Sekretion bewirkt werden (RIVIER et al. 1986).  
An den Zielzellen weisen LEBRUN u. VALE (1997) spezifische Inhibin-bindende Pro-
teine nach, von denen eines später als Betaglycan (ein membrangebundenes Pro-
teoglycan) identifiziert wurde (LEWIS et al. 2000). Dieses Betaglycan bindet mit einer 
hohen Affinität an die α-Untereinheit des Inhibins und verstärkt auf diese Weise die 
Bindung der β-UE an den sog. Activin-Typ-II-Rezeptor. So wird eine Bindung der 
funktionellen Inhibin-Antagonisten - der Activine - an den Activin-Typ-II-Rezeptor un-
terbunden (LEWIS et al. 2000). 
LITERATURÜBERSICHT 
24 
LEUNG et al. (1998) schreiben den Inhibinen eine herausragende Rolle bei der zellu-
lären Differenzierung sowie der stromal-epithelialen Signalwege im Endometrium zu.  
 
Tab. 2.2: Nachweis von Inhibin im weiblichen Genitale in situ und in vitro bei Mensch 
und Pferd 
Mensch  Pferd  
Organ/Zellart 



























+ mRNA9  
+ EIA5 
+ mRNA9 




+ mRNA9  
+ mRNA9 ‡ ‡ 
Zervixepithelzellen  
(inkl. Karzinom) 





‡ + mRNA, ISH 13 ‡ 
 
Legende: + = positiv, - = negativ, ‡ = nicht untersucht, IHC = Immunhistochemie, mRNA = 
Nachweis spezifscher messenger-RNA, cDNA = Nachweis spezifischer-cDNA, ISH = 
In-situ-Hybridisierung 
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Zu ähnlichen Erkenntnissen gelangen auch PETRAGLIA et al. (1990, 1991), die eine 
signifikant erhöhte plazentare Inhibin-Konzentration im ersten Drittel der Schwanger-
schaft nachweisen. Sie bezeichnen Inhibin darüber hinaus als das wichtigste Sekre-
tionsprodukt der Plazenta in der frühen Plazentationsphase. Daher verwundert es 
nicht, dass niedrige Level und ein abrupter Abfall der Inhibin-Konzentration im Blut 
während der Trächtigkeit in der Humanmedizin mit einem frühembryonalen Tod in 
Zusammenhang stehen (LOCKWOOD et al. 1997). 
Bei vollständigem Fehlen von Inhibin in Knock-out-Mäusen werden Missbildungen in 
der embryonalen Gesichtsentwicklung und eine mangelnde Konzeptionsfähigkeit be-
obachtet, sodass eine essentielle Rolle in der embryonalen und fetalen Entwicklung 
angenommen wird (VASSALLI et al. 1994).  
Bei der Frau ist Inhibin-α überwiegend in den endometrialen Drüsenepithelien lokali-
siert (immunhistologische Untersuchung) und unterliegt einer zyklischen Variation 
(MYLONAS et al. 2004a, MYLONAS et al. 2004b). In der späten sekretorischen Pha-
se ist die Expression signifikant höher als in der proliferativen oder frühen sekretori-
schen. Stromazellen sind lediglich in der frühen Sekretion vereinzelt schwach positiv 
(MYLONAS et al. 2004a, MYLONAS et al. 2004b). 
YAMANOUCHI et al. (1997) können Inhibin-α in equinem Plazentagewebe nicht 
nachweisen, sie zeigen jedoch das Vorhandensein der Inhibin-βA-Untereinheit auf. 
Angaben zur Expression der Inhibine im zyklischen equinen Endometrium existieren 
derzeit nicht. 
Über eine Expression von Inhibin im anöstrischen Stutenendometrium existieren kei-
ne Informationen. Bei postmenopausalen Frauen wird keine Bildung und Expression 
dieses dimeren Proteins beobachtet, die Inhibinlevel im Blutserum sinken auf mini-
male bis teils gar nicht mehr nachweisbare Werte ab (PETRAGLIA et al. 1998, 
BURGER et al. 1998, MYLONAS et al. 2003b, STRAUSS 2004). 
Humane endometriale Epithelzellen sind in vitro in der Lage, alle drei Untereinheiten 
der Inhibine zu produzieren (PETRAGLIA et al. 1998). Hierbei kann jedoch beobach-
tet werden, dass Zellen, welche in der sekretorischen Phase entnommen und kulti-
viert wurden (entsprechend der Gegebenheiten in situ), eine signifikant höhere Inhi-
bin-Produktion aufweisen als Zellen aus der proliferativen Phase (MYLONAS et al. 
2003b). Unter der Annahme, dass eine gesteigerte Zellteilungsrate in der proliferati-
ven Phase einer fortgeschrittenen Differenzierung in der sekretorischen Phase kon-
trär gegenüber steht (SAJONSKI u. SMOLLICH 1969, FRESHNEY 2006, FRESH-
NEY 2010), muss davon ausgegangen werden, dass zum einen die ursprüngliche 
zelluläre Differenzierung in einer Primärkultur endometrialer Zellen erhalten bleibt 
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und zum anderen der Nachweis von Inhibin als Marker einer epithelialen und stroma-
len Differenzierung endometrialen Gewebes geeignet ist (MYLONAS et al. 2003b). 
 
2.4 Fazit aus der Literatur im Hinblick auf den eig enen For-
schungsschwerpunkt 
Die Aufklärung der Ätiopathogenese der equinen Endometrose ist Voraussetzung für 
die Entwicklung potenter therapeutischer und prophylaktischer Maßnahmen gegen 
diese stark fertilitätsmindernde Erkrankung. Jedoch bestehen trotz der bereits durch-
geführten zahlreichen Untersuchungen in situ weiterhin Unklarheiten über Wechsel-
wirkungen zwischen den stromalen und epithelialen Komponenten des Endometri-
ums sowie die Synthese- und Sekretionsleistungen dieser Zellen, insbesondere in 
Abhängigkeit von z.B. hormonellen, parakrinen, entzündlichen oder hypoxischen 
Einwirkungen. 
Ein funktionell den Gegebenheiten im equinen Endometrium weitgehend entspre-
chendes und vor allem hormonell ansprechbares (Voraussetzung: Vorhandensein 
von Steroidhormonrezeptoren) und zudem ausreichend differenziertes Zellkulturmo-
dell (Polarisierung, Produktion spezifischer endometrialer Proteine und parakrin wirk-
samer Substanzen) böte hier eine gute Möglichkeit der modernen medizinischen 
Grundlagenforschung bei gleichzeitigem Ersatz des Tierversuches. 
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Stuten  
Als Spender für die Endometriumproben (transzervikale Bioptate sowie vollständige 
Uteri) dienten lebende bzw. aus medizinischen Gründen euthanasierte sowie in zwei 
Fällen geschlachtete Stuten verschiedenen Alters, welche keine klinisch erfassbaren 
Anzeichen einer Genitalerkrankung aufwiesen (s. Tab. 3.1).  
Vorversuche (Methodenetablierung): 
Zur Methodenetablierung und Verbesserung eines bereits existierenden Protokolls 
zur Herstellung endometrialer Zellkulturen der Stute (BUSCHATZ 2007) standen 9 
transzervikale Bioptate sowie vollständige Uteri zweier geschlachteter und einer eu-
thanasierten Stute zur Verfügung. 
Hauptversuche: 
Für die im Rahmen der Hauptversuche angestrebte morphologisch-funktionelle Cha-
rakterisierung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellkulturen wurden insge-
samt 14 Uterusbioptate und 6 vollständige Uteri euthanasierter Pferde verwendet. 
 
Tab. 3.1: Charakterisierung des Probenmaterials in Vor- und Hauptversuch hinsichtlich 
Anzahl der Proben, Art des Probenmaterials und Zyklusstand. 
 Vorversuche Hauptversuche 
Bioptate n = 9 n = 14 
physiologischer Anöstrus n = 5 
Östrus n = 5 Zyklusstand 
nicht 
bestimmt 
Interöstrus n = 4 
vollständige Uteri  n = 3 n = 6 
Östrus n = 1 




(je 1 x sekretorisch bzw. 
proliferativ) 




tragend n = 1 
 
Die eingehende Charakterisierung der Spendertiere erfolgt in Tab. 4.1 (S. 43).  
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Eine Anzeige gemäß § 6 Abs. 1 Nr. 4 des Tierschutzgesetzes („Organentnahmen bei 
lebenden Tieren zum Zwecke der Transplantation oder des Anlegens von Kulturen 
oder Untersuchung isolierter Organe, Gewebe oder Zellen ohne vorherige Eingriffe 
oder Behandlungen“) ist bei der zuständigen Behörde (Landesdirektion Leipzig)   
unter der Nummer N 05/10 erfolgt. 
Die Bestimmung des Zyklusstandes lebender Spendertiere erfolgte anhand einer 
klinisch-gynäkologischen Untersuchung, einschließlich rektaler manueller, ultrasono-
grafischer sowie vaginoskopischer Untersuchung.  
Für die retrospektive Zyklusbestimmung euthanasierter Stuten wurden die Ovarien 
dieser Tiere sagittal halbiert und für 24-48 Stunden in 4%igem neutral gepuffertem 
Formalin fixiert. Danach erfolgte die Einteilung anhand der An- und Rückbildung von 
Follikeln, Corpora lutea und Corpora albicantia, wie von ARTHUR (1958), VAN-
NIEKERK et al. (1973, 1975) und KENNEY et al. (1979) beschrieben. Zudem wurde 
eine Einteilung und Korrelation dieser Zyklusbestimmung im Zusammenhang mit der 
histologisch erfassbaren endometrialen Funktionsmorphologie vorgenommen.  
3.2 Materialentnahme 
3.2.1 Material für die Zellkultur  
Die Entnahme transzervikaler Endometriumbioptate  (ca. 1 x 0,5 x 0,5 cm Größe, ca. 
100 mg Gewicht) erfolgte durch die Mitarbeiter der Ambulatorischen und Geburts-
hilflichen Tierklinik der Universität Leipzig mit Hilfe einer Biopsiezange nach Kevor-
kian. Sie wurden direkt nach der Entnahme in kalte (ca. 4-8 °C) Hank´s Balanced 
Salt Solution (HBSS) (s. Kap. 9.1.1, S. A-1) unter Zusatz von 2 % Antibiotika-
/Antimykotika-Lösung (AB) (s. Kap. 9.1.2, S. A-1) (beide Fa. PAA Laboratories 
GmbH, Pasching, Österreich) verbracht und zur weiteren Aufbereitung in das Zellkul-
turlabor transportiert. 
Zwischen 1 - 2 Stunden nach dem Ableben euthanasierter Stuten wurde deren    
Uterus kaudal der Zervix abgesetzt, die Oberfläche zuerst von groben Verunreini-
gungen mit einem scharfen Strahl Leitungswassers befreit und danach mit steriler 
HBSS abgespült. Direkt im Anschluss erfolgte die Eröffnung des Organs mit einem 
Längsschnitt (ca. 7 cm Länge) im Bereich des Corpus uteri unter Verwendung eines 
sterilen Skalpells. Im weiteren Verlauf erfolgte nun die Entnahme der Endometri-
umproben in äquivalenter Größe zu den transzervikal entnommenen Bioptaten. Die 
weitere Handhabung entspricht der bereits oben erwähnten Methodik. 
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3.2.2 Material für die Histologie 
Parallel zur Materialentnahme für die Zellgewinnung wurde ein zweites Bioptat ent-
nommen und ebenfalls in 4%igem neutral gepuffertem Formalin fixiert. Im Falle der 
vollständigen Uteri konnten repräsentative endometriale Proben aus dem Corpus 
uteri gewonnen und wie die Bioptate fixiert werden. Anschließend erfolgte eine kon-
ventionelle histologische Aufarbeitung (s. Kap. 3.9.2, S. 37). 
3.3 Isolierung 
Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte an Zellen in Kultur fanden unter ste-
rilen Kautelen mit Verwendung einer Sicherheitswerkbank (ANTARES 48, Klasse II; 
Fa. Anthos Mikrosysteme, Köln) und autoklavierter Arbeitsmaterialien sowie steriler 
Reagenzien statt. Sofern nicht anders angegeben, wird die Bezeichnung „warm“ im 
Folgenden für auf 37 °C temperierte Flüssigkeiten v erwendet. 
Abb. 3.1 (S. 30) zeigt eine schematische Darstellung der durchgeführten Isolierungs-
schritte. 
3.3.1 Erste Waschung  
Direkt nach der Ankunft im Labor schloss sich die Spülung der Proben in warmer 
HBSS (Wasserbad W 12; Fa. Medingen, Dresden) an, um anhaftende freie Erythro-
zyten sowie Zelldetritus zu entfernen. Bei potenziell mikrobiell kontaminierten Proben 
(z.B. durch Ingesta bei der Exenteration aus euthanasierten Stuten) erfolgte dieser 
Schritt unter Zugabe von 2 % AB. 
3.3.2 Mechanische Zerkleinerung  
Zunächst wurden die Gewebeproben in einer Petrischale unter Zusatz einiger Trop-
fen warmer HBSS mit einem Skalpell zerschnitten, sodass Fragmente mit einer Kan-
tenlänge von etwa 1 mm entstanden.  
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Isolation und Zellseparationsschritte (modifi-
ziert nach BUSCHATZ 2007). 
Filtration  
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3.3.3 Enzymatische Verdauung  
Nach Absaugen der Spüllösung aus der Petrischale wurden die zerkleinerten Gewe-
bestücke mit dem Skalpell vorsichtig zusammengeschoben und in die Verdauungs-
lösung (s. Kap. 9.1.5, S. A-1) überführt. Anschließend erfolgte eine 3-4 stündige In-
kubation bei 37 °C im Brutschrank (Begasungsbrutsch rank BB16; Fa. Heraeus 
Instruments, Hanau). Hierbei erfolgte eine ständige Bewegung und Durchmischung 
der Lösung durch einen Laborschüttler (PS 3D; Fa. Grant Instruments Ltd., England). 
Zudem wurde das Gewebe zusätzlich durch wiederholtes (alle 30-60 Minuten), vor-
sichtiges Aspirieren mit einer Transferpipette (100-1000 µl; Fa. Brand GmbH und Co. 
KG, Wertheim) getrennt, bis nur noch wenige Stromazellen an den Drüsenschläu-
chen anhafteten. Zur Überwachung des Verdauungsfortschrittes der Extrazellular-
matrix diente ein inverses Mikroskop (CK-2; Fa. Olympus Optical, Hamburg).  
Bei Vorliegen einer nahezu homogenen, trüben, hellrotbraunen und geringgradig 
viskösen Flüssigkeit, in der lediglich einzelne Gewebefäden verblieben sind, wurde 
die enzymatische Dissoziation als beendet angesehen. Anhand einer lichtmikrosko-
pischen Untersuchung eines kleinen Tropfens der Zellsuspension erfolgte zudem 
eine Überprüfung des Dissoziationserfolges. Im positiven Falle lagen massenhaft 
einzelne, runde Stromazellen und zahlreiche Drüsenschläuche mit wenigen/keinen 
anhaftenden ESZ in der Lösung vor. 
3.4 Separation 
Die aufgeführten Zentrifugationen fanden 20 Minuten lang bei 1400 U/min und 15 °C 
Temperatur in einer Megafuge 3.0 R (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode) statt. Abwei-
chungen von dieser Prozedur werden an entsprechender Stelle angeben. 
3.4.1 Filtration 
Im Anschluss an die enzymatische Dissoziation wurde die Zelllösung mit warmem 
RPMI 1640 (Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich) (s. Kap. 9.1.6, S. A-
2) versetzt und durch einlagige Mullgaze geseiht, um verbliebene gröbere Gewebe-
stücke (Gefäße, etc.) zu trennen. Danach erfolgte eine grobe Trennung der einzeln 
in der Verdauungslösung vorliegenden Stromazellen von den epithelialen Drüsenc-
lustern mit Hilfe einer Filtration durch Polyamid-Siebgewebe mit einer Maschenweite 
von 30 µm (Fa. VWR International, Darmstadt). Zum Nachspülen diente hierbei wie-
derum warmes RPMI 1640. Im daraus entstandenen Filtrat befanden sich - neben 
Blutzellen und Zelldetritus - überwiegend ESZ, da diese in der Lage sind, die Poren 
des Siebgewebes zu passieren (= ESZ-Suspension). Das Gros der Epithelien 
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verblieb hingegen als Filterkuchen auf der Oberfläche des Siebgewebes und wurde 
im Anschluss mit warmem Kulturmedium von dieser abgespült (= EEZ-Suspension). 
3.4.2 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifuga tion und Differenzial-
adhärenz 
Zur Erhöhung der Reinheit der jeweiligen im Filtrat bzw. Filterkuchen befindlichen 
Zellpopulation (Verringerung möglicher Kreuzkontaminationen durch den jeweilig 
anderen Zelltyp), wurden die entsprechenden Zellsuspensionen auf diskon-
tinuierlichen Easycoll®-Gradienten (Fa. Biochrom, Berlin) zentrifugiert und so noch-
mals separiert. Hierzu diente bei den Epithelzellen ein Gradient mit einer Dichte von 
1,03 g/ml über 1,07 g/ml bzw. bei den Stromazellen eine Easycoll®-Lösung der Dich-
te 1,05 g/ml. Die Herstellung der entsprechenden Gradienten und das Überschichten 
mit der Zelllösung erfolgte durch langsames, vorsichtiges Überlagern der schwereren 
Lösung mit der jeweilig leichteren, unter Vermeidung von Verwirbelungen. Hiernach 
schloss sich die Zentrifugation an, nach deren Abschluss sich die entsprechenden 
Zellen an den jeweiligen Gradientengrenzen befanden. Sie konnten dann mittels  
einer Pasteurpipette mit aufgesetzter Pipettierhilfe (Pipetus®; Fa. Hirschmann Labor-
geräte, Eberstadt) abgehebert und in warmes Nährmedium (s. Kap. 3.6.3, S. 33 f.) 
verbracht werden.  
Zur Separation der verwendeten Kollagenase und des Easycolls® erfolgte wiederum 
eine Zentrifugation dieser beiden Zellsuspensionen.  
Die so gewonnenen Zellpellets (EEZ und ESZ) wurden in Nährmedium resuspendiert 
(je 2 ml pro Zellart) und vollständig zur Differenzialadhärenz für 30 Minuten ausgesät 
(Lagerung der Gefäße im Brutschrank bei 37 °C). Wäh rend dies bei Stromazellen 
direkt in die gewünschten Wachstumsgefäße und in der gewünschten Einsaatdichte 
(s. Kap. 3.6.1, S. 33) geschah und nach Ablauf der Zeit lediglich noch nicht adhären-
te Zellen (EEZ und einige wenige ESZ) von der Oberfläche gespült werden konnten, 
wurde bei EEZ anders verfahren. Zuerst erfolgte hier die Aussaat in eine separate 
Petrischale (Innendurchmesser 36,2 mm) (NunclonTM; Fa. Nunc A/S, Dänemark), 
aus der die Zellen nach Ablauf der 30 Minuten abgesaugt und danach in die entspre-
chenden Wachstumsgefäße überführt wurden. 
3.5 Bestimmung der Lebensfähigkeit der Zellen und Z ellzählung 
Hierzu erfolgte im Rahmen einer Farbstoffausschluss-Färbung die Mischung der 
gleichen Menge an Zellsuspension mit Trypan-Blau (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
(s. Kap. 9.1.17, S. A-3) mit anschließender Bestimmung des Anteils lebender (= farb-
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loser) sowie toter (= Farbstoff im Zytoplasma angereichert) Zellen in einer Neubauer-
Zählkammer (Fa. Fein-Optik, Bad Blankenburg) (s. Abb. 3.2). 
 
Abb. 3.2: Farbstoffausschlussfärbung 
EEZ während der Passage; lebende Zellen 
sind in der Lage, den Farbstoff (Trypan-
Blau) aus ihrem Zytoplasma zu entfernen 
und daher farblos (= weiße Pfeile), daneben 
tote Zellen mit angefärbtem Zytoplasma     
(= schwarzer Pfeil). 
 
 
3.6 Kultivierung  
3.6.1 Einsaatdichte 
Die Einsaatdichte der Stromazellen betrug generell 10.000 lebende Zellen/cm2. Epi-
thelzellen wurden nicht gezählt, da sie nach der Aufreinigung als dreidimensionale 
Drüsenschläuche/Cluster vorlagen. Daher wurde bei diesen Zellen die komplette 
gewonnene Zellmenge gleichmäßig auf die Fläche der zu kultivierenden Wachs-
tumsgefäße aufgeteilt. 
3.6.2 Brutschrank 
Die Kultur der isolierten Zellen fand in einem Brutschrank (Begasungsbrutschrank 
BB16; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) in feuchter Umgebung bei 37 °C und 5 % 
CO2-Atmosphäre statt. 
3.6.3 Nährmedium (inkl. Mediumwechsel) 
Es kamen im Verlauf der Versuche zwei verschiedene Serum-supplementierte 
Nährmedien zum Einsatz, welche sich hinsichtlich der Menge des Serums sowie der 
verschiedenen Additive unterschieden (s. Tab 3.2, S. 34). 
Der Mediumwechsel (= „Füttern der Zellen“) fand im Abstand von 48 h statt, wobei 
EEZ-Kulturen ihren ersten Wechsel 96 h nach der Aussaat erhielten. 
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Tab. 3.2: Verwendete Nährmedien 
Nährmedium Medium 1 („MFBS+A) Medium 2 („MFBS“) 
Zellart EEZ, ESZ ab ca. 60% Konfluenz ESZ bis ca. 60% Konfluenz 
Basismedium 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) und Ham´s F-12 (1:1)1 
1 % Antibiotikum/Antimykotikum1 und 0,275 % Antimykotikum1 
Additiv 
2,5 % FKS1 
1 %HEPES-Puffer1 
1% ITS1 
0,5 µg/ml Hydrokortison2 
8 ng/ml EGF3 








1 Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich (s. Kap. 9.1.2, Kap. 9.1.3, Kap. 
9.1.7, Kap. 9.1.8, Kap. 9.1.9, Kap. 9.1.11 und Kap. 9.1.13, S. A-1 ff.) 
2 Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim (s. Kap. 9.1.10, S. A-2) 
3 Fa. Biochrom AG, Berlin (s. Kap. 9.1.12, S. A-2) 
 
3.6.4 Wachstumsgefäße  
Abhängig von der angestrebten Untersuchungsmethode/des Verwendungszweckes 
der kultivierten Zellen, kamen verschiedene Kulturgefäße zum Einsatz. 
Zytologie, Immunzytologie: 
Zu diesem Zweck erfolgte die Kultur auf stehenden Millicell®-PCF (0,3 µm Porengrö-
ße, 12 mm Durchmesser) sowie hängenden Millicell®-PET- (1,0 µm Porengröße, 
transparent, 6 mm Durchmesser) (s. Abb. 3.3, S. 35) und Millicell®-CM-Membran-
einsätzen (0,4 µm Porengröße, transparent, 12 mm Durchmesser) (beide Fa. Millipo-
re, Bedford, USA) in 12-Well-Platten (Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA) (s. Abb. 3.4, S. 35).  
Bei einigen Ansätzen erfolgte eine sogenannte „Deckglaskultur“ auf runden Glas-
deckgläsern (Fa. Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe), welche in den Boden einer 
12-Well-Platte gelegt und für 10 Minuten mit reinem Isopropanol sterilisiert wurden. 
Nach Absaugen des Isopropanols und einer folgenden Lufttrocknung der Kultur-
gefäße erfolgte die Einsaat der Zellen. 
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Abb. 3.3: Ein Millicell®-PET Membran-

















Morphologie in Kultur, Zellvermehrung und Passage: 
Zur Vermehrung und Passage von Zellen sowie zur Visualisierung/fotografischen 
Dokumentation während der Kultur dienten Zellkulturflaschen mit einer Wachstums-
oberfläche von 25 cm2 (Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA). 
3.7 Passagierung 
Zum Zwecke der Passage/Subkultivierung epithelialer und stromaler Kulturen fanden 
0,25 % Trypsin-EDTA (Fa. Biochrom AG, Berlin) und Alfazyme® (Fa. PAA Laborato-
ries GmbH, Pasching, Österreich) Verwendung. Der jeweiligen Zugabe des Enzyms 
ging ein zweimaliges Spülen der zu passagierenden Kulturen mit 5 ml warmer HBSS 
voraus. Nach Absaugen der Spüllösung erfolgte die Zugabe des Enzyms (2 ml 
Trypsin-EDTA bzw. 6 ml Alfazyme® auf 25 cm2 Kulturfläche) mit anschließender In-
kubation bei 37 °C. Die Dauer der Inkubation war ab hängig vom Fortschritt des De-
tachements der Zellen und wurde beendet, wenn über 90 % des konfluenten Zellra-
sens von der Wachstumsoberfläche abgelöst waren. Das Überwachen des 
Fortschritts erfolgte in Abständen von 5 - 10 Minuten im inversen Mikroskop. An-
schließend wurde die enzymatische Reaktion mit der gleichen Menge an serumhalti-
gem Nährmedium geblockt, die Suspension 10 Minuten bei 700 U/min zentrifugiert 
und das entstandene Zellpellet resuspendiert. Die Einsaatdichte der Zellen betrug 
TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
36 
10.000 Zellen/cm2 (ESZ und EEZ ab Passage 3) bzw. die gesamte gewonnene 
Zellmenge (EEZ in Passage 1 bis 3). 
3.8 Kryokonservierung 
Für die dauerhafte Kryokonservierung bei -196 °C in  flüssigem Stickstoff wurden 
konfluente epitheliale und stromale Kulturen analog der Protokolle der Passagierung 
(s. Kap. 3.7, S. 35 f.) von der Wachstumsoberfläche abgelöst und zentrifugiert. Die 
so gewonnenen Zellpellets anschließend in 1 ml Nährmedium resuspendiert und je 
0,5 ml dieser Zellsuspension mit der gleichen Menge an Kryomedium vermischt. Das 
Kryomedium enthielt jeweils 40 % FKS und Nährmedium (s. Kap. 3.6.3, S. 33 f.) so-
wie 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany). Nach 
Überführung von 1 ml dieser so entstandenen Mischung in ein Nalgene®-
Kryoröhrchen (Fa. Nalge Nunc International, Rochester, USA), wurden die Proben 
für 24 Stunden in einem mit Zellstoff ausgekleidetem Styroporbehälter bei -80 °C 
langsam eingefroren und erst danach in flüssigem Stickstoff gelagert.  
Nach dem Auftauen im warmen Wasserbad wurden 3 ml Nährmedium hinzugegeben 
und die Zelllösung zentrifugiert, wobei hiermit das Kryomedium von den Zellen ge-
trennt wird. Zur Einsaat gelangte danach die gesamte in einem Kryoröhrchen befind-
liche Zellmenge, verteilt auf zwei Zellkulturflaschen zu je 25 cm2. 
3.9 Lichtmikroskopie  
Für die lichtmikroskopischen und immunhistologischen Untersuchungen fixierter Zel-
len und der endometrialen Bioptate stand ein Standardmikroskop (BH-2; Fa. Olym-
pus, Hamburg) mit Phasenkontrasteinrichtung und Digitalkamera (DP12; Fa. Olym-
pus, Hamburg) zur Verfügung. Die digitale Aufarbeitung der Bilder wurde mit der 
Software analySIS 5.0 (Fa. Olympus Soft Imaging Solution, Münster) vorgenommen. 
3.9.1 Zellpellets 
Die unmittelbar vor der Aussaat als Zellsuspension vorliegenden und nicht zur Kultur 
verwendeten Zellen wurden in 4%igem Formalin-fixiert und hieraus ein Agarose-
Zellpellet (im Folgenden als „Zellpellet“ bezeichnet) hergestellt. 
Zur weiteren Aufbereitung erfolgte eine Zentrifugation (BB VV; Fa. Jouan, Saint-
Nazaire, Frankreich) der Zellsuspension (20 min, 5000 rpm) mit anschließender De-
kantierung des Überstandes. Danach wurden die Zellen in 100 µl Phosphate Buffe-
red Saline (PBS, s. Kap. 9.2.3, S. A-4) resuspendiert und diese Lösung in Agarose-
gel vermischt.  
Zur Herstellung des Agarosegels (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) wurden 5 mg aufgekoch-
te und leicht abgekühlte Agarose mit 500 µl PBS in einem auf -20 °C temperierten 
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Eppendorfgefäß (0,6 ml Fassungsvermögen) (Fa. Biozym Scientific, Hessisch Ol-
dendorf) vermischt und anschließend 300 µl dieses Gels in einem neuen Eppendorf-
gefäß mit der PBS-Zellsuspension blasenfrei vermengt. Hiernach erfolgte die Küh-
lung der Gefäße für 10 min bei -20 °C. Es schloss s ich eine Fixierung für 24 h in 
4%igem neutral gepuffertem Formalin an. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog 
zu den Gewebeproben (s. Kap. 3.9.2).  
3.9.2 Gewebeproben  
Die Einbettung von Gewebeproben in Paraplast (Fa. Vogel, Gießen) erfolgte nach 
einem Standardverfahren in einem Hypercenter (Fa. Shandon, Frankfurt). An einem 
Schlittenmikrotom (Fa. Reichert-Jung, Wien, Österreich) wurden dann von den Pa-
raffinblöcken 3-4 µm dicke Schnitte angefertigt, auf Objektträger aufgezogen und 
anschließend einer routinemäßigen Hämalaun-Eosin-Färbung (H.-E.) (MULISCH u. 
WELSCH 2010) unterzogen. 
3.9.3 Kultivierte Zellen während der Kultur 
Die Beurteilung des Wachstums und der Morphologie lebender Zellen während der 
Kultur erfolgte mit einem inversen Mikroskop (CK-2) mit Kameraaufsatz (Altra20; 
beide Fa. Olympus Optical, Hamburg). Für die digitale Aufarbeitung der Bilder wurde 
die Software analySIS 5.0 (Fa. Olympus Soft Imaging Solution, Münster) verwendet. 
3.9.4 Fixierung und Einbettung von Membraneinsätzen  
Auf Millicell®-Membraneinsätzen (s. Abb. 3.3 und 3.4, S. 35) kultivierte Zellen wurden 
zur weiteren (immun-)zytologischen Untersuchung für 24-48 Stunden in 4%igem 
neutral gepuffertem Formalin fixiert. Im Anschluss daran erfolgte die Entwässerung 
der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 min 70%iger Ethanol, 30 min 
80%iger Ethanol, 2x30 min 96%iger Ethanol, 2x30 min Isopropanol). Bevor das Ma-
terial für 10 Minuten in einem weiteren Zwischenschritt in Essigsäurebutylester kam, 
wurde die Membran mit einem spitzen Skalpell aus ihrer Halterung geschnitten (s. 
Abb. 3.5, S. 38), geteilt und mit konventionellen Stecknadeln auf Kork fixiert, um ein 
Aufrollen dieser zu verhindern (s. Abb. 3.6 und 3.7, S. 38). Danach erfolgte die Trän-
kung der Membranen in flüssigem Paraffin (60 °C) un d deren senkrechte Einbettung 
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Abb. 3.5: Herausgeschnittene Membran 
eines Millicell®-PET Membraneinsatzes, 








Abb. 3.6, 3.7 und 3.8: Membran eines Millicell®-PET Membraneinsatzes, halbiert und auf 
Kork fixiert (links, Abb. 3.6), in Einbettkapsel (Mitte, Abb. 3.7), sowie 
eingebettet (rechts, Abb. 3.8) in einen Paraffinblock (schwarze Ovale). 
3.9.5 Fixierung und Färbung kultivierter Zellen auf  Deckgläsern 
Die Fixierung entsprechender Kulturen erfolgte, nach Absaugen des Mediumüber-
standes, durch Überschichtung der Deckgläser für 10 Minuten mit reinem Methanol 
und anschließender Lufttrocknung. 
Ausgewählte Kulturen wurden mit einer ausreichenden Menge an 4%iger Giemsa-
Lösung (Fa. Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig) für 20 Minuten überschichtet, mit des-
tilliertem Wasser gespült und wiederum luftgetrocknet. 
3.10 Immunhistologie 
Es wurden immunhistologische Untersuchungen an Endometriumbioptaten sowie 
Membraneinsätzen durchgeführt. Zur Vereinfachung findet der Begriff Immunhistolo-
gie (IHC) im Folgenden Verwendung für entsprechende Untersuchungen an Endo-
metria in situ (eigentliche Histologie) sowie an Zellen in vitro (Zytologie). 
Alle durchgeführten IHC-Untersuchungen dieser Studie fanden nach der Peroxidase-
anti-Peroxidase-Methode (PAP) (TAYLOR u. COTE 2006) statt, welche die nachfol-
gend beschriebenen Aufarbeitungsschritte beinhaltet. 
Bei den verwendeten Primärantikörpern handelte es sich um kreuzreagierende anti-
humane Antikörper, deren optimale Verdünnungen und Vorbehandlungsverfahren an 
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mehreren equinen Endometriumbioptaten aus dem Routinematerial des Instituts für 
Veterinär-Pathologie getestet wurden (s. Tab. 3.3). Bei den entsprechenden Nega-
tivkontrollen wurde lediglich kein Primärantikörper hinzugegeben. Die Positivkontrol-
len sind in Tab. 3.3 aufgeführt.  
Auf SuperFrost®-Objektträger aufgezogene Schnitte von Membraneinsätzen und En-
dometriumbioptaten wurden durch Xylol-Behandlung (10 Minuten) (Fa. Geyer, Ham-
burg) entparaffiniert und für zwei mal 3 Minuten in Isopropanol sowie 96%igem Etha-
nol rehydriert. Danach erfolgte die Inaktivierung endogener Peroxidasen durch 
Überführung in Methanol mit 0,5 % H2O2 (Fa. Merck, Darmstadt) und anschließender 
30 minütiger Vorbehandlung der Objektträger in 96 °C heißem Zitrat-Puffer (s. Kap. 
9.2.1, S. A-4). Nach Abkühlung der Objektträger auf Raumtemperatur und Spülung in 
Tris Buffered Saline (TBS) (s. Kap. 9.2.2, S. A-4), wurden die nun in Coverplates® 
(Fa. Life Science, Frankfurt/Main) befindlichen Objektträger mit je 100 µl des in TBS 
mit 1 % bovinem Serumalbumin (BSA) (Fa. Boehringer, Mannheim) gelösten Primä-
rantikörpers versetzt und über Nacht bei 4 °C inkub iert. Die entsprechenden Verdün-
nungen der Primärantikörper sind in der Tabelle 3.3 aufgelistet. Nach Abschluss der 
Inkubation erfolgte eine Spülung mit je zwei mal 2 ml TBS und Zugabe von 100 µl 
des wiederum in TBS mit 1 % BSA gelösten Sekundärantikörpers Ratte-anti-Maus-
IgG (Fa. Dianova, Hamburg) (Verdünnung 1:100, 30 Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur).  
 
Tab. 3.3: Verwendete Primärantikörper und Positivkontrollen 































Einer weiteren Spülung folgte die 30 minütige Inkubation mit 100 µl des 1:500 ver-
dünnten Maus-Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP)-Antikörpers (Fa. Dianova, Ham-
burg) in TBS mit 1 % BSA. Nach wiederholtem Spülen und Entfernen der Coverpla-
tes® erfolgte nun die Visualisierung des PAP-Komplexes durch Reaktion mit 3,3-
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Diaminobenzidintetrahydrochlorid(DAB)-Lösung (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu 
Ulm) (s. Kap. 9.2.4, S. A-4) für 10 Minuten bei Raumtemperatur.  
Die Gegenfärbung mit Papanicolau-Lösung (10 Sekunden, 1:20 in destilliertem Was-
ser) (Fa. Merck, Darmstadt) und anschließender Bläuung in Leitungswasser (5-10 
Minuten) erfolgte nach weiterer dreimaliger Spülung in TBS, respektive einmalig mit 
destilliertem Wasser. Abschließend wurden die Schnitte automatisiert entwässert, mit 
Xylol behandelt (2 x 10 Minuten) und eingedeckt. 
3.10.1 Auswertung der immunhistologischen Untersuch ungen 
Die Auswertung der immunhistologischen Reaktion erfolgte semiquantitativ. Als posi-
tiv gewertet wurden in der Schnittebene liegende, intrazelluläre, hell- bis dunkelbrau-
ne Präzipitate, welche im parallel mitgeführten Negativkontrollschnitt nicht nachweis-
bar waren. Ebenfalls mit Hilfe der Negativkontrollen ließ sich eine positive 
immunhistologische Reaktion eindeutig von intrazellulären eisenhaltigen Pigmenten 
(z.B. Hämosiderin) sowie von Arealen extrazellulärer, homogener, hellbrauner Fär-
bung durch entnahmebedingte Quetschartefakte sowie einer Plasmainsudation    
(Ödematisierung) unterscheiden.  
Lokalisation der Expression innerhalb der Zellpopul ationen (Expressions-
muster): 
Inhibin-α war sowohl in den Gewebeschnitten als auch in den endometrialen Zellen 
in vitro ausschließlich intrazytoplasmatisch nachweisbar. Die Östrogen- (ERα) und 
Progesteronrezeptoren zeigten in den Uteri in situ sowohl ein intranukleäres, als 
auch intrazytoplasmatisches Reaktionsmuster, welches in vitro nur intrazytoplasma-
tisch zu beobachten war. Ein Überblick über die Reaktionsmuster der verwendeten 
Antikörper in Bioptaten und kultivierten Zellen ist in Abb. 4.17 (S. 64) sowie im An-
hang unter Punkt 9.3 zu finden (S. A-5 f.). 
Expressionsintensität und Anzahl der positiv reagie renden Zellen: 
Die untersuchten Epithel- und Stromazellen in situ und in vitro unterscheiden sich 
immunhistologisch bezüglich der Expressionsintensität der Steroidhormonrezeptoren 
und des Inhibin-α sowie in der prozentualen Anzahl positiv reagierender Zellen. Die 
Bestimmung dieser Werte erfolgte pro Gewebeschnitt bzw. Membraneinsatz in 10 
repräsentativen Gesichtsfeldern der größtmöglichen Gerätevergrößerung (40er Ob-
jektiv, high power field). Hierbei wurde die Anzahl positiv reagierender Zellen und 
deren Expressionsintensität im Verhältnis zur Gesamtzellzahl bestimmt. Im Ergebnis-
teil sind die entsprechenden Befunde für beide Zellpopulationen getrennt aufgeführt. 
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Folgende Expressionintensitäten wurden vergeben: 
- + ++ +++ 
negativ geringgradig positiv mittelgradig positiv hochgradig positiv 
keine Reaktion schwach hellbraun hell- bis mittelbraun dunkelbraun 
 
Die Auswertung der immunhistologischen Analyse von ERα, PR und Inhibin an Ge-
webeschnitten in situ erfolgte zudem mittels des Immunreaktiven Scores (IRS) von 
REMMELE und STEGNER (1987), modifiziert nach ÖZGEN et al. (1999). Dieser 
Score gibt neben dem Prozentsatz positiver Zellen auch deren Färbe-/Expressions-
intensität an, um die deskriptive Aussage, welche mittels des Mikroskops getroffen 
wurde, in eine statistisch verwertbare, numerische zu konvertieren. Er wird nach fol-












n = Laufindex   PP = Prozentsatz positiver Zellen 
φ = Skalierungsfaktor (φ=5)  SI = Färbeintensität 
 
Tab. 3.4: Zuordnung von Färbeintensität und SI-Wert 
Laufindex n Färbereaktion Wert 
1 keine 0 
2 schwach 1 
3 mäßig 2 
4 stark 3 
 
3.11 Statistische Untersuchungen 
Die erhobenen Daten bezüglich der Kulturdauer (Tage bis zum Erreichen der Kon-
fluenz) und die ermittelten IRS-Werte hinsichtlich der immunhistologischen Expressi-
on von Inhibin-α wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS (Version 19) zu-
nächst auf Normalverteilung getestet (Kolmogorov-Smirnov-Test). Als normalverteilt 
gewertet wurden exakte Signifikanzen (2-seitig) mit einem Wert über dem der vorge-
gebenen Irrtumswahrscheinlichkeit α von 0,4. Sofern es sich um normalverteilte Wer-
te handelte, wurden diese mit Hilfe des Mittelwertes (unter Angabe der Standardab-




Die Ergebnisse der histologischen, zytologischen und immunhistologischen Untersu-
chungen, als auch die Ergebnisse der Kultivierung (Zeiträume, Zellausbeute, etc.) 
werden teilweise in Tabellenform dargestellt. Die wichtigsten Befunde sind in den 
Tabellen grau hinterlegt. 
4.1 Material  
Vorversuche: 
In den Vorversuchen sind zur Methodenetablierung (insbesondere zur Passagierung 
und Kryokonservierung) und Verbesserung bereits bestehender Methoden (BU-
SCHATZ 2007) (Entwicklung des Nährmediums) insgesamt 12 Endometriumproben 
zur Anwendung gekommen. Davon entstammen neun Proben aus transzervikalen 
Bioptaten und drei aus vollständigen Uteri zweier geschlachteter und einer euthana-
sierten Stute. Bei allen Tieren handelt es sich um klinisch-gynäkologisch gesunde 
Stuten. Eine Aufstellung der hierzu verwendeten Proben erfolgt in Tab. 3.1 (S. 27). 
Hauptversuche: 
Für die insgesamt 20 Kulturansätze zur morphologisch-funktionellen Charakterisie-
rung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen gelangten 14 transzervikale 
Uterusbioptate und 6 vollständige Uteri euthanasierter Stuten zum Einsatz.  
Eine detaillierte Charakterisierung der Spenderstuten hinsichtlich ihrer Zyklusstände  
und der wichtigsten histologisch erfassbaren endometrialen Befunde ist der Tab. 4.1 
(S. 43) zu entnehmen. 
4.1.1 Zyklusstände 
Vorversuche: 
Es erfolgte bei diesen insgesamt 12 Donortieren keine Determination des Zyklus-
standes, da lediglich die zugrundeliegende Methodik etabliert bzw. optimiert und kei-
ne Einflüsse des Zyklusstandes auf morphologisch-funktionelle Charakteristika un-
tersucht werden sollten. 
Hauptversuche: 
Die Spenderinnen der Uterusbioptate (n = 14) sind in jeweils 5 Fällen in der Phase 
des physiologischen Winteranöstrus bzw. weisen Anzeichen eines Östrus auf. Weite-




Tab. 4.1: Charakterisierung der Donorstuten. 















1 41 5 Bioptat Anöstrus inaktiv - + 
2 42 12 Bioptat Anöstrus inaktiv - + 
3 44 8 Bioptat Anöstrus inaktiv - + 
4 47 8 Bioptat Anöstrus inaktiv - + 
5 48 8 Bioptat Anöstrus inaktiv - + 
6 51 3 Uterus Interöstrus sekretorisch - - 
7 53 10 Bioptat Östrus proliferativ - +(+) 
8 54 18 Uterus Interöstrus sekretorisch + +(+) 
9 55 4 Uterus Östrus proliferativ - + 
10 56 3 Uterus Gravidität sekretorisch - - 
11 57 11 Bioptat Interöstrus sekretorisch - + 
12 58 10 Bioptat Interöstrus sekretorisch - +(+) 





14 61 15 Bioptat Interöstrus sekretorisch - - 
15 62 11 Bioptat Östrus sekretorisch - - 
16 63 11 Bioptat Östrus sekretorisch - +(+) 
17 64 15 Bioptat Östrus proliferativ - + 
18 65 20 Bioptat Interöstrus sekretorisch - +(+) 















Legende: EZK = equine Zellkultur; Anöstrus (physiologischer Anöstrus); - keine; + gering-
gradig; +(+) gering- bis mittelgradig; ++ mittelgradig; ++(+) mittel- bis hoch-




Die ovariellen Funktionskörper der 6 euthanasierten Stuten deuten bei 3 Tieren ein-
deutig auf einen Interöstrus sowie bei einem Tier auf einen Östrus hin. Eine Stute 
weist an den Ovarien keine Gelbkörper, sondern mehrere mittelgroße Follikel und 
einzelne Corpora albicantia auf, sodass rein anhand der ovariellen Funktionsmorpho-
logie keine eindeutige Zuordnung zu einem bestimmten Zyklusstand möglich ist.  
Unter Berücksichtigung der Jahreszeit zum Zeitpunkt der Probenentnahme handelt 
es sich hierbei um ein im Übergang zur physiologischen Inaktivität (Winteranöstrus) 
befindliches Endometrium. Zudem ist eines der euthanasierten Tiere zum Zeitpunkt 
des Todes im 4. Monat tragend (Scheitel-Steiß-Länge des Fetus 11,5 cm, Gewicht 
37 kg). 
4.1.2 Histopathologische Beurteilung der Endometriu mproben 
Die Beurteilung der Endometriumproben erfolgt anhand H.-E. gefärbter Schnitte, wo-
bei der Funktionszustand der Drüsenepithelien ermittelt und eine Gradeinteilung ei-
ner eventuell vorhandenen Endometrose und Endometritis vorgenommen wird. 
So stellen sich vier Spenderstuten als endometrosefrei dar, die restlichen besitzen 
endometrotische Veränderungen in unterschiedlich starker Ausprägung (variierend 
zwischen dezent und gering- bis mittelgradig). Entzündliche Alterationen (Endometri-
tis) können bei drei Tieren gesehen werden, sie variieren in ihren Graden von dezent 
bis mittelgradig. Weder entzündliche noch endometrotische Veränderungen weisen 
die Endometrien von 5 Spenderstuten auf. Die endometrialen Drüsen der Spen-
derinnen sind in unterschiedlichen Funktionszuständen (sekretorisch = 9, proliferativ    
= 3, inaktiv = 5), eines weist ein Übergangsstadium zwischen Sekretion und Proli-
feration auf (Stute 13) und zwei weitere sind irregulär differenziert, mit einer Tendenz 
zum Übergang in den Anöstrus (Stuten 19 und 20).  
4.1.3 Uterusbioptate und vollständige Uteri 
Für die Herstellung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellkulturen können 
transzervikal entnommene Uterusbioptate klinisch-gynäkologisch gesunder Stuten 
herangezogen werden. Sie sind zumeist schnell der weiteren Zellisolierung und Se-
paration überführbar.  
Vollständige Uteri euthanasierter Stuten bieten Bioptaten gegenüber eine viel höhere 
Zellausbeute (s. Kap. 4.2.3, S. 46 ff.). Aus ihnen ist ebenfalls eine erfolgreiche Her-
stellung equiner Zellkulturen möglich. Eine starke bakterielle Kontamination durch 
z.B. Herunterfallen des Uterus oder Verschmutzung durch Ingesta bei der Exentera-
tion kann eine Isolierung unmöglich machen. 
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4.2 Isolierung und Separation 
4.2.1 Dissoziation des Gewebes 
In den Vorversuchen wurden parallele Ansätze zur enzymatischen Dissoziation des 
Gewebes mit und ohne kontinuierliche Agitation durch einen Laborschüttler sowie mit 
unterschiedlichen Mengen an Kollagenase Typ-II (1000 respektive 2000 U/ml) 
durchgeführt. Diese ergaben eine schnellere Auftrennung der Proben bei Verwen-
dung der doppelten Menge an Enzym und der kontinuierlichen Durchmischung der 
Verdauungslösung durch einen Laborschüttler. Der zu veranschlagende Zeitraum für 
eine entsprechend durchgeführte Dissoziation liegt zwischen 3 und 4 Stunden. Ohne 
kontinierliche Agitation und unter Verwendung von 1000 U/ml Kollagenase Typ-II 
liegt der Zeitraum der Dissoziation bei über 4 Stunden. 
4.2.2 Reinheit der Zellfraktionen (Winter/Sommer) 
Die Beurteilung der Reinheit der verschiedenen Zellfraktionen während der Kultur 
kann am Phasenkontrastmikroskop jederzeit erfolgen. Bereits 24-48 h nach Einsaat 
können erste morphologische Unterschiede zwischen den Zellarten erfasst werden. 
4.2.2.1 Stromazellen 
In den ersten Kulturtagen finden sich in nahezu allen Stromazellkulturen des zykli-
schen Endometriums vereinzelte größere, polygonale (= epitheliale) Zellen. Diese 
liegen zumeist einzeln oder in kleinen Gruppen vor (s. Abb. 4.1, S. 46), in Ausnah-
mefällen sind kleine Zellcluster mit bis zu 30 Zellen pro Cluster sichtbar. Im weiteren 
Verlauf der Kultur (in der logarithmischen Wachstumsphase) beginnen die ESZ die 
Epithelzellen zu umranden bzw. bei fortschreitender Konfluenz auch teilweise zu 
überwachsen (s. Abb. 4.2, S. 46). Die relative Anzahl der EEZ im Verhältnis zu den 
ESZ nimmt im Kulturverlauf rapide ab.  
In ESZ Kulturen aus Proben des physiologischen Winteranöstrus sind bereits zu Be-
ginn sehr zahlreiche epitheliale Zellen vorhanden, deren relative Anzahl bei zuneh-
mender Kulturdauer gleich bleibt oder teilweise ansteigt, sodass 4 von 5 angesetzten 
Kulturen aus unterschiedlichen Donorstuten zum Zeitpunkt der Konfluenz ausge-
prägte Kontaminationen mit EEZ aufweisen, welche ca. 50 % der gesamten Zell-
menge des Monolayers beträgt. An diesen erfolgen daher keine Untersuchungen 
hinsichtlich der Konfluenzzeiten oder morphologisch-funktioneller Charakteristika, da 
keine eindeutige Zuordnung zu einem Zelltyp erfolgen kann. Eine Kultur aus Gewebe 
des Winteranöstrus weist unmittelbar nach der Einsaat nur sehr vereinzelte Epithel-
zellkontaminationen auf, diese sind zum Zeitpunkt der Konfluenz geringgradig aus-
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geprägt, sodass einzelne kleine Epithelzellcluster in einem vollständigen ESZ-
Monolayer verteilt sind. 
 
Abb. 4.1: ESZ Passage 0, KT 2 
Mittelgradige Mengen an toten Zellen und 
Zelltrümmern (weiße Pfeile) im Medium-
überstand einer Kultur am zweiten KT. 
Daneben zahlreiche spindelförmige ESZ 
(schwarze Pfeile), zentral ein kleines EEZ-





Eine geringgradige Kontamination mit wenigen, einzeln liegenden Stromazellen tritt 
in jeder Kultur endometrialer Epithelzellen, unabhängig vom Zyklusstand der Stute, 
auf. Die Kontaminationen mit mehr als 10 % spindelförmigen (d.h. stromalen) Zellen 
zum Ende der Kultur ist im vorliegenden Untersuchungsgut nicht zu beobachten. 
Im Falle einer starken Verunreinigung bereits zu Beginn der Kultur lagern sich die 
deutlich schneller proliferierenden ESZ im Kulturverlauf um die in Clustern liegenden 
Epithelzellen herum (s. Abb. 4.2) und beginnen in diesen Arealen teilweise überein-
ander zu wachsen.  
 
Abb. 4.2: EEZ Passage 1, KT 6 
Zentrales Epithelzellcluster, umgeben von 
zahlreichen Stromazellen. Diese beginnen  
die Epithelzellen vom Rand her zu über-







Mit dem verwendeten Isolierungs- und Separationsprotokoll können aus einem Biop-
tat zwischen 1,08 und 5,21 Millionen vitale Stromazellen gewonnen werden.  
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Bei Verwendung nahezu gleich großer Gewebestücke aus vollständigen Uteri eutha-
nasierter Stuten werden zwischen 1,61 und 4,91 Millionen ESZ isoliert. Wird die 
Größe bzw. die Anzahl der entnommenen Gewebestücke aus einem Uterus verviel-
fältigt, steigt die potenziell zu gewinnende Zellmenge entsprechend der Größe/An-
zahl der Gewebestücke an. 
In Tab. 4.2 erfolgt eine Auflistung der jeweilig gewonnenen Stromazellzahlen der im 
Hauptversuch hergestellten Kulturen in Abhängigkeit vom Probenmaterial. Bei die-
sen ist keine Variation in der Art und Weise der Isolierung und Separation erfolgt. 
 
Tab. 4.2: Gesamtzellzahl an ESZ aus Bioptaten und Gewebestücken vollständiger  
Uteri, hervorgehoben sind die niedrigsten (hellgrau), respektive höchsten 
Werte (dunkelgrau). 
Herkunft  EZK 
Zellzahl 
ESZ 
Herkunft  EZK 
Zellzahl 
ESZ 
41 n.d. 51 3670000 
42 3480000 54 4345000 
44 1960000 55 1610000 
47 3565000 56 3040000 














Legende: EZK = equine Zellkultur; n.d. = nicht determiniert 
 
Die Ermittlung der Epithelzellzahlen kann im Rahmen des eingesetzten Isolierungs- 
und Separationsprotokolles nicht erfolgen, da die Zellen nach Abschluss der enzy-
matischen Dissoziation in Form von Drüsenschläuchen/-clustern und nicht als Ein-
zelzellen in Suspension vorliegen. In einem Drüsenschlauch befinden sich zwischen 
50 und 250 Epithelzellen, die Anzahl der Drüsenschläuche ist abhängig von der Drü-
sendichte und dem Ödematisierungsgrad des Endometriums. 
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4.3 Kultivierung  
Bei den erhobenen Daten handelt es sich um statistisch normalverteilte Werte, daher 
erfolgt die vergleichende Darstellung der Konfluenzzeiten beider kultivierter Zellarten 
anhand der Mittelwerte. Teilweise wird zudem eine Diskriminierung bezüglich des 
Zyklusstandes/der endometrialen Funktionsmorphologie in situ vorgenommen. Die 
entsprechenden Standardabweichungen sind in Tab 4.3 (S. 49) angegeben. 
Equine endometriale Epithel- und Stromazellkulturen benötigen nach Einsaat der 
gleichen Zellmenge unterschiedliche Zeiträume bis zum Erreichen der Konfluenz, 
wobei zwischen den Kulturen zum Teil starke interindividuelle Schwankungen zu 
verzeichnen sind. EEZ sind nach 4 bis 16 Kulturtagen konfluent, ESZ benötigen Zeit-
räume zwischen 7 und 18 d.  
Bei Berücksichtigung des endometrialen Funktionszustandes sind Unterschiede in 
den Zeitpunkten bis zum Erreichen der Konfluenz zu erkennen: Die Epithelzellen 
proliferativer Endometria sind innerhalb von 4 - 12 d konfluent (ma = 10,5 d), sekreto-
rische benötigen zwischen 6 und 16 d (ma = 12,9 d). Tendenziell scheinen EEZ eines 
proliferativen Funktionszustandes schneller konfluent zu werden als sekretorisch ak-
tive. 
Auch bei den Stromazellen sind entsprechende Tendenzen zu erkennen. ESZ aus 
ursprünglich proliferativ-aktiven Endometria erreichen nach 7 - 8 d die Konfluenz   
(ma = 7,7 d), ehemals sekretorisch-aktive beanspruchen dahingegen 7 - 18 d (ma = 
11,4 d). 
Aus einem tragenden Uterus isolierte EEZ benötigten für ein vollständiges Bewach-
sen des Oberflächensubstrates 16 d, die entsprechenden Stromazellen 18 d. 
Die Epithelzellen des anöstrischen/inaktiven Endometriums variieren in Kultur eben-
falls hinsichtlich ihrer Konfluenzzeiten voneinander (5,5 bis 12 d). Sie benötigen im 
Mittel 9,1 d um konfluente Monolayer auszubilden. Eine Beurteilung der Proliferati-
onsaktivität ist bei den ESZ aus anöstrischen Proben nur in einem Fall möglich. Die-
se ESZ-Kultur war nach 13 d konfluent. Die verbliebenen 4 von 5 Kulturen weisen 
eine Kontamination mit ca. 50 % Epithelzellen auf (s. Kap. 4.2.2.1, S. 45 f.), sie errei-
chen die Konfluenz nach 12 - 20 d.  
Eine detaillierte Aufstellung der einzelnen Kulturen im Zusammenhang mit der en-
dometrialen Funktionsmorphologie und der zugehörigen Konfluenzzeiten findet sich 
in Tab. 4.3 (S. 49). 
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Tab. 4.3: Dauer bis zum Erreichen der Konfluenz bei EEZ und ESZ, in Abhängigkeit 
von der endometrialen Funktionsmorphologie. Die jeweiligen niedrigsten 

















(in Tagen) , 
Standard-
abweichung 
41 inaktiv 12   14 * 
42 inaktiv 12 13 
44 inaktiv 10   20 * 
47 inaktiv 6   12 * 
48 inaktiv 5,5 
9,1 
(± 3,17) 
  12 * 
– 
51 sekretorisch 16 8 
54 sekretorisch 6 9 
56 sekretorisch (gravid) 16 18 
57 sekretorisch 14 10 
58 sekretorisch 12 8 
61 sekretorisch 12 14 
62 sekretorisch 14 11 
63 sekretorisch 12 7 






53 proliferativ 12 7 
55 proliferativ 4 8 








gang zu proliferativ 
16 ‡ 16 ‡ 
66 irregulär sekretorisch 8 ‡ 12 ‡ 
67 irregulär proliferativ 14 ‡ 12 ‡ 
 
Legende: * Bis zu 50 % mit Epithelzellen kontaminierte Kulturen, daher erfolgt  
keine Angabe eines Mittelwertes.  
‡ Nicht eindeutig einem bestimmten endometrialen Funktionszustand zu- 





Equine endometriale Stromazellen lösen sich bei Verwendung von 2 ml 0,25%iger 
Trypsin-EDTA-Lösung und einer Umgebungstemperatur von 37 °C innerhalb eines 
Zeitraumes von 5 - 10 Minuten nahezu vollständig von dem Wachstumssubstrat ab.  
Im Anschluss an die Farbstoffausschlussfärbung mittels Trypan-Blau und dem Ein-
säen der Zellen in einer Dichte von 10.000 lebenden Zellen pro cm2 beginnen diese 
zu proliferieren. Zum Zeitpunkt des ersten Mediumwechsels (am zweiten Kulturtag) 
können in dem verbrauchten Nährmedium mittel- bis hochgradige Mengen an toten 
Zellen und Zelltrümmern gefunden werden, was auf ein teilweises Absterben der Zel-
len, über den Zeitpunkt der Einsaat hinaus, hindeutet. 
In den ersten 4 Passagen schwanken die Zeiträume bis zum Erreichen der vollstän-
digen Konfluenz zwischen 4 und 12 (in einem Fall bis zu 26) Tagen. In den folgen-
den Passagen pendelt sich dieser Wert auf eine konstante Dauer von ca. 10 Tagen 
ein. Ein vollkommenes Ausbleiben der Proliferation (Erreichen des sog. „Hayflick-
Limits“) wurde zu keinem Zeitpunkt der Kultur gesehen. Es waren bis zu 20 Subkulti-
vierungen möglich. 
Die Zellmorphologie im Phasenkontrastmikroskop gleicht der in der Mutterkultur (s. 
Kap. 4.7.2.1, S. 55 ff.). 
4.4.2 Epithelzellen 
Die Passagierung equiner endometrialer Epithelzellen gelingt bei Verwendung ver-
schiedener Enzyme in unterschiedlichem Maße.  
Bei Anwendung von 0,25%iger Trypsin-EDTA-Lösung werden die EEZ nach 5 - 10 
Minuten von ihrem Untergrund gelöst. Dabei erfolgt eine nahezu vollständige Verein-
zelung der Zellen, welche nach Aussaat in ein neues Kulturgefäß keine Prolifera-
tionsaktivität zeigen. Vereinzelt sind Zellen mit einer spindeligen Morphologie sicht-
bar (Stromazellen), was auf eine geringgradige initiale Kreuzkontamination der Mut-
terkultur hindeutet (s. Kap. 4.2.2.2, S. 46). 
Wird anstelle des o.g. Trypsin-EDTA das Enzym Alfazyme® (Syn. Accutase II) ver-
wendet, benötigen die adhärenten Epithelzellen eine Einwirkzeit von bis zu 45 Minu-
ten bei 37 °C, um sich von der Oberfläche zu lösen.  Durch vorsichtiges Klopfen an 
der Zellflasche kann der Vorgang geringfügig beschleunigt werden. Allerdings wer-
den 35 Minuten nie unterschritten. Hierbei werden die EEZ nicht vollkommen verein-
zelt, sie liegen im überwiegenden Fall als kleine Cluster mit bis zu 15 Zellen vor. Aus 
diesen Clustern beginnen die Epithelzellen in zentrifugaler Richtung herauszuwach-
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sen. Die Morphologie und das Wachstumsverhalten gleichen dabei dem in der    
Mutterkultur. Nach einem Zeitraum von 6 bis 10 Tagen erreichen sie die Konfluenz. 
Die Einsaatdichte in eine neue Kulturflasche muss in den ersten drei Passagen das 
gesamte gewonnene Zellvolumen einer gleich großen Kulturflasche betragen, da 
sonst keine Proliferation zu verzeichnen ist. In den folgenden Passagen kann die 
Einsaatdichte dann auf 10.000 Zellen/cm2 verringert werden. Auf diese Weise kön-
nen bis zu 24 Subkultivierungen erfolgen, ohne dass im Phasenkontrastmikroskop 
Veränderungen hinsichtlich der Proliferationsaktivität, der Zellmorphologie oder des 
Wachstumsverhaltens erkennbar sind. Auch bei den Epithelzellen kann ein vollstän-
diges Ausbleiben der Proliferation in höheren Passagen nicht beobachtet werden. 
Die Zellmorphologie im Phasenkontrastmikroskop gleicht ebenfalls der in der Mutter-
kultur (s. Kap. 4.7.2.2, S. 57 ff.). 
4.5 Kryokonservierung  
Die Evaluierung des Kryomediums wurde unter Verwendung von Stromazellen in 
den Vorversuchen vorgenommen. Es erfolgte der parallele Ansatz mehrerer Kultu-
ren, welche vorher in DMSO-haltigem Kryomedium bei -196 °C in flüssigem Stick-
stoff eingefroren wurden (Kryogruppe). Zum Vergleich wurde jeweils eine nicht kryo-
konservierte, nur passagierte Kultur angelegt (Kontrollgruppe). Die Einsaatdichte 
betrug bei allen Kulturen 1 x 104 Zellen pro cm2. Die Zellzahl wurde jeden zweiten 
Kulturtag durch Trypsinisierung und Zellzählung nach der Trypan-Blau-Methode (s. 
Kap. 3.5, S. 32 f.) bis zur Konfluenz der Zellen an Tag 10 bestimmt. Bei der DMSO-
Gruppe wurden vergleichbare Zellzahlen und Proliferationsgeschwindigkeiten wie in 
der Kontrollgruppe erzielt (s. Abb. 4.3, S. 52).  
Kryokonservierte Epithel- und Stromazellen werden nach Einsaat jeweils innerhalb 
von ca. 10 Kulturtagen konfluent.  
Wie in Abb. 4.3 (S. 52) an ESZ dargestellt, nimmt die mittlere Zellzahl in den ersten 2 
Kulturtagen ab. Dies zeigt sich auch bei Betrachtung der Kulturen im Phasenkon-
trastmikroskop. Hier sind gering- bis mittelgradige Mengen an Zelltrümmern und to-
ten Zellen im Mediumüberstand sichbar, was auf ein teilweise weiter fortschreitendes 
Absterben der Zellen über den Zeitpunkt der Einsaat hinaus hindeutet. Die Anzahl 
toter Zellen und Zelltrümmer nimmt nach dem ersten Mediumwechsel (an Kulturtag 
2) ab, sodass zu späteren Zeitpunkten entsprechende Artefakte selten bis gar nicht 
auffindbar sind. Im weiteren Verlauf beginnen die Zellen zu proliferieren und bilden 
innerhalb von ca. 10 Tagen einen vollständigen Monolayer aus.  
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Die Zellmorphologie kryokonservierter EEZ und ESZ gleicht der in der Primärkul-
tur/Mutterkultur sowie der in den passagierten Kulturen (s. Kap. 4.7.2.1, S. 55 ff. und 
4.7.2.2, S. 57, ff.). 
 
 
Abb. 4.3: Verhalten der mittleren Zellzahl in Abhängigkeit von der Kulturdauer kryokon-
servierter ESZ-Kulturen („Kryogruppe“) im Vergleich zu nicht kryokonservierter 
ESZ gleicher Herkunft („Kontrollgruppe“). 
4.6 Kulturgefäße 
Die Kultur equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen erfolgte in unterschied-
lichen Wachstumsgefäßen. 
4.6.1 Zellkulturflaschen 
Sie eignen sich aufgrund ihrer guten lichtmikroskopischen Eigenschaften (plane   
Oberfläche, gute Lichtdurchlässigkeit) sehr gut für Beurteilungen der Wachstums-
morphologie und des Wachstumsverhaltens von Zellen in vitro. Weiterhin sind sie 
aufgrund ihres Schraubverschlusses weniger anfällig für bakterielle/fungale Konta-
minationen. Darüber hinaus sichern sie ein reproduzierbares und gleichmäßiges Be-
wachsen der Kulturoberfläche sowie die Produktion größerer Zellzahlen (z.B. für 
Passagierungen, Kryokonservierungen, Proteinanalysen, etc.). Der entscheidende 
Nachteil von Zellkulturflaschen ist in der Tatsache zu sehen, dass eine Aufarbeitung 
für weitere zytologische und immunzytologische Untersuchungen ein vorheriges en-
zymatisches oder mechanisches Ablösen der Zellen erfordert, was zu teilweise star-
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ken Artefakten bzw. zu einem Ausbleiben der Adhärenz oder der proliferativen Aktivi-
tät führen kann (s. Kap. 4.4.2, S. 50 f.). 
4.6.2 Deckgläser 
Die Kultur auf Deckgläsern bietet ebenfalls den Vorteil einer sehr planen und gut im 
Phasenkontrastmikroskop zu betrachtenden Oberfläche. Allerdings müssen die 
Deckgläser vor Benutzung zuerst desinfiziert werden. Weiterhin können die auf 
Deckgläsern kultivierten Zellen für zytologische Untersuchungen gefärbt bzw. im-
munhistologisch untersucht werden. Aufgrund der Dicke des Glases wird jedoch, um 
ein vollständiges Überschichten der Zellen zu ermöglichen, mehr Färbe- bzw. Anti-
körperlösung (IHC) als für einen routinemäßigen histologischen Gewebeschnitt be-
nötigt, was wiederum entsprechend kostenintensiv ist (s. Abb. 4.4).  
EEZ und ESZ in Primär- und Subkulturen wachsen auf Glasoberflächen. Die hierbei 
zu beobachtende Morphologie gleicht der in Zellkulturflaschen und auf Membran-
einsätzen zu beobachtenden (s. Kap. 4.7.2, S. 55 ff.). 
 
 
Abb. 4.4: Schematische Darstellung einer Deckglaskultur (Deckglas = schwarzer Bal-
ken) in einer Well-Platte (links), daneben Well ohne Deckglas; unterschiedli-
che Höhe/Füllmenge der Antikörper-/Färbelösung (gewellte Linie). 
 
4.6.3 Membraneinsätze 
Die senkrechte Einbettung eines Membraneinsatzes in einen Paraffinblock (s. Kap. 
3.9.4, S. 37 f.) erlaubt eine Vielzahl von immunhistologischen Untersuchungen an ein 
und derselben Kultur durch Anfertigung von histologischen Schnittpräparaten. Hierzu 
werden, aufgrund der geringen Wachstumsoberfläche der Membraneinsätze, keine 
großen Zellzahlen benötigt. Da die Schnittdicke eines solchen konventionellen histo-
logischen Schnittes bei ca. 4 µm liegt, können pro eingebettete Membran viele Paraf-
finschnitte angefertigt und entsprechende lichtmikroskopische Untersuchungen 
durchgeführt werden. Zudem können bereits etablierte Verfahren der IHC oder spe-
zielle Färbemethoden zur Anwendung gelangen. Die Projektion der Zellen entspricht 
dabei der in einem histologischen Schnittpräparat in situ, da eine transversale zellu-
läre Schnittebene betrachtet wird, was insbesondere zur Begutachtung von Epithel-
zellen und deren Polarität von Vorteil ist und ebenso eine Beurteilung der zellulären 
Lokalisation einer immunhistologischen Reaktion (apikal, basal) ermöglicht.  
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Es sind drei verschiedene Membraneinsätze bei der Kultur equiner endometrialer 
Epithel- und Stromazellen zum Einsatz gekommen, welche im Folgenden einzeln 
aufgeführt sind: 
1. Millicell®-PCF 
Sowohl EEZ, als auch ESZ wachsen auf diesem Kultursubstrat (Polykarbonat) an 
und bilden konfluente Monolayer aus. Eine Begutachtung der Proliferation oder der 
Reinheit der Zellpopulation während der Kultur und eine entsprechende Beendigung 
dieser sofort nach Erreichen der Konfluenz ist nicht möglich, die Membran ist op-
tisch/lichtmikroskopisch nicht transparent. Folglich müssen parallel immer transpa-
rente Kulturgefäße (z.B. Zellkulturflaschen) mitgeführt werden. Epithelzellen wach-
sen auf dieser Oberfläche als flache Zellen und entwickeln keine polarisierte 
Morphologie. Stromazellen zeigen in diesen Wachstumsgefäßen auch eine flache, 
zudem jedoch teils spindelige Morphologie. 
2. Millicell®-CM 
Dieses hydrophile Polytetrafluorethylen ist nach Benetzen mit einer Flüssigkeit op-
tisch transparent und erlaubt eine Begutachtung der Zellen während der Kultur. Al-
lerdings adhärieren EEZ und ESZ auf dieser Wachstumsoberfläche nicht, sondern 
verbleiben im überstehenden Medium, degenerieren und sterben ab. So sind bereits 
am zweiten Kulturtag sphärische, flottierende Zellkonglomerate (Zelldetritus) sicht-
bar, welche im Rahmen des Mediumwechsels entfernt und in den folgenden Tagen 
nicht mehr zu sehen sind. 
3. Millicell®-PET 
Bei Millicell®-PET-Membranen handelt es sich um eine Wachstumsoberfläche aus 
Polyethylenterphthalat. Diese ermöglicht die Adhärenz und das Erreichen der Kon-
fluenz equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen bei gleichzeitiger optischer 
Transparenz zur Begutachtung der Zellen in einem Phasenkontrastmikroskop wäh-
rend der Kultur. Das Mitführen eines zusätzlichen, optisch transparenten Kulturgefä-
ßes zur Überwachung des Kulturfortschrittes und einer Kreuzkontamination erübrigt 
sich daher. Die so eingesparten Zellen sind anderweitig verwendbar oder können für 
weitere Untersuchungen asserviert werden. Stromale Zellen wachsen auf diesem 
Substrat als flache, teils spindelige Zellen. Epithelzellen werden vermehrt isoprisma-
tisch (Kulturabhängig bis zu 70 % der EEZ einer Membran) und entwickeln so eine 




4.7.1 Endomterium in situ   
Eine tabellarische Auflistung der wichtigsten erhobenen endometrialen Befunde der 
Donorstuten befindet sich in Tab 4.1 (S. 43). 
4.7.2 Endometrium in vitro   
4.7.2.1 Stromazellen  
Die Einsaat der equinen endometrialen Stromazellen erfolgt als Einzelzellen. Diese 
stellen sich in den ersten ein bis zwei Kulturtagen als kleine, einzeln liegende Zellen 
dar. Sie besitzen eine angedeutet spindelige, jedoch überwiegend polygonale Form 
(s. Abb. 4.5, S. 56). In den folgenden Kulturtagen werden die Zellen vermehrt spinde-
lig und einige ESZ entwickeln langgestreckte Zellausläufer (s. Abb. 4.6, S. 56). Ande-
re behalten ihre polygonale Grundform, bilden jedoch ebenfalls langgestreckte Zell-
ausläufer. Sie erreichen so eine sternförmige Morphologie (s. Abb. 4.7, S. 56). Diese 
Form schwindet im Laufe der Kultur, sodass bei Erreichen der Konfluenz wieder 
langgestreckte und spindelige Zellen das Bild prägen. Sie liegen nun parallel zuein-
ander und ergeben ein fischzugartiges Erscheinungsbild. Mit fortschreitender Kultur-
dauer bis zum Erreichen der Konfluenz nimmt die Fläche und die Anzahl der Interzel-
lularräume durch Proliferation ab, bei Konfluenz ist die Wachstumsoberfläche 
komplett durch einen Monolayer bedeckt (s. Abb. 4.8, S. 57). 
Der überwiegende Anteil der Stromazellen verbleibt bei diesem Wachstumsmuster, 
allerdings zeigen einige - insbesondere bei Kultivierung über die Konfluenz hinaus - 
ein Übereinanderwachsen, teils bis hin zur Ausbildung eines sog. „hill and valley“-
Wachstums (s. Abb. 4.9, S. 57). 
Zu jedem Zeitpunkt sind die Zellgrenzen zwischen den Stromazellen deutlich er-
kennbar. ESZ besitzen einen ausschließlich zentral gelegen Zellkern, in seltenen 
Fällen zwei Zellkerne. Dieser/Diese ist/sind rund bis rundoval und weist/weisen ein 
bis fünf Kernkörperchen auf. Perinukleär finden sich in zahlreichen Zellen Ansamm-
lungen kleiner Granula (s. Abb. 4.6, S. 56). Das Zytoplasma weist eine fibrilläre 
Struktur auf, welche bereits vereinzelt in frühen Kulturtagen und bis zum Ende der 
Kultur erkennbar ist (s. Abb. 4.6, 4.7, 4.8, S. 56 f.). 
Ab der ersten Subkultivierung und in den darauf folgenden Passagen besitzen die 
Stromazellen, direkt nach der Adhärenz auf dem Kultursubstrat, eine spindelige bis 
teils polygonale Form (s. Abb. 4.7, S. 56). Im weiteren Verlauf gleicht die Morpholo-
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gie der in der Primärkultur, die Anzahl an Zellkernen und Kernkörperchen bleibt 
ebenfalls erhalten. 
 
Abb. 4.5: ESZ Passage 0, KT 2 
Als Einzelzellen eingesäte Stromazellen. 
Sie besitzen in frühen Kulturen eine polygo-
nale (schwarze Pfeile) bis angedeutet spin-
delförmige Morphologie (weiße Pfeile). 






Abb. 4.6: ESZ Passage 0, KT 6 
Vermehrt spindelige Morphologie der ESZ 
mit mehreren langgestreckten Zellausläu-
fern (schwarze Pfeile), fibrillärem Zytoplas-
ma (Stern) und perinukleären Granula (wei-
ßer Pfeil) zu einem späteren Kulturzeitpunkt 
(KT 6). Inset: Stromazelle mit ausgeprägtem 




Abb. 4.7: ESZ Passage 1, KT 8 
Polygonale bis spindelige Stromazellen mit 
beginnender fischzugartiger Ausrichtung bei 
zunehmender Konfluenz. Verstärkt fibrillä-
res Zytoplasma (Stern), zentral gelegene 









Abb. 4.8: ESZ Passage 0, KT 8 
Nahezu konfluente Kultur von ESZ, aus-
schließlich spindelige und langgestreckte 
Zellen mit fibrillärem Zytoplasma (Sterne), 
deutlichen Zellgrenzen und kleinen Interzel-






Abb. 4.9: ESZ Passage 0 KT 10 
Beginnendes Übereinanderwachsen der 
Stromazellen (schwarze Pfeile), teils unter 
Ausbildung eines sog. „hill and valley“-
Wachstums (Sterne) bei einer konfluenten 





4.7.2.2 Epithelzellen  
Die Epithelzellen liegen nach der Aufreinigung als Drüsenschläuche/Zellaggregate 
vor und werden in dieser Form eingesät (s. Abb. 4.10). Abhängig von der Größe des 
Drüsenschlauches, enthält dieser bis zu 200 Zellen.  
 
Abb. 4.10: EEZ Passage 0, Einsaat 
Drüsenschlauch/Epithelzellaggregat zum 
Zeitpunkt der Einsaat, Reste des Drüsen-
ausführungsganges (Stern) und des Lu-




Diese Zellaggregate flachen nach der Adhärenz auf dem Wachstumssubstrat ab. 
Hiernach beginnen die Zellen aus den Clustern in zentrifugaler Richtung herauszu-
wachsen (s. Abb. 4.11). Die randständigen Zellen zeigen, im Gegensatz zu den zent-
ral gelegenen, kleine Zytoplasmaausläufer.  
Im weiteren Kulturverlauf beginnen sich die Zellgruppen zu vergrößern und mit be-
nachbarten Clustern zu konfluieren, sodass ein vollständiger Zellrasen entsteht. Be-
reits in frühen Kulturen (teilweise ab dem 4. Kulturtag) können zwei verschiedene 
Erscheinungsbilder der EEZ beobachtet werden, welche bis zum Erreichen der Kon-
fluenz erhalten bleiben (Dimorphismus): 
Zellmorphologie A: Kleine, polygonale Zellen mit gut abgegrenzten und regelmäßi-
gen Zellgrenzen, welche in Gruppen mit bis zu 100 Zellen liegen. 
Diese Zellen besitzen ein nahezu monomorphes Erscheinungs-
bild. Sie haben in der Regel einen Zellkern, welcher ausnahms-
los zentral gelegen ist und 1 - 3 Kerkörperchen enthält (s. Abb. 
4.12, 4.13, S. 59). 
Zellmorphologie B: Größere, ebenfalls polygonale Zellen mit unregelmäßigen und 
undeutlichen Zellgrenzen, die einzeln vorkommen oder in 
Clustern mit bis zu 20 Zellen wachsen. Solche Zellen zeigen ei-
ne unregelmäßige/inhomogene Morphologie und besitzen zwi-
schen 2 und 4 Zellkernen (in wenigen Fällen 5 oder 6), welche 
jeweils 1 - 6 Kernkörperchen enthalten (s. Abb. 4.12, 4.13, S. 
59). 
 
Abb. 4.11: EEZ Passage 0, KT 2 
Kleines Zellcluster mit beginnendem zentri-
fugalem Auswachsen der randständigen 
Zellen. Diese besitzen teilweise kleine Zyto-
plasmaausläufer (schwarze Pfeile). (Balken 








Im Gegensatz zu den Stromazellen (s. Punkt 4.7.2.1, S. 55 ff.) kann bei EEZ in vitro 
kein Übereinanderwachsen der Zellen beobachtet werden. Die Zellmorphologie, in-
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klusiv des oben beschriebenen Dimorphismus der Epithelzellen, bleibt auch bei hö-
heren Passagen erhalten. Die Anzahl der Zellkerne und Nukleoli ist ebenfalls äquiva-
lent zu der in Primärkultur. 
 
Abb. 4.12: EEZ Passage 10, KT 6 
Konfluenter Monolayer mit ausgeprägtem 
Dimorphismus. Morphologie A: Kleiner, mo-
nomorpher Zelltyp mit deutlichen Zell-
grenzen, in größeren Gruppen liegend 
(Sterne). Morphologie B: Größerer, inhomo-
gener Zelltyp mit undeutlichen Zellgrenzen, 
in kleinen Gruppen sowie einzeln liegend 
(schwarze Pfeile). (Balken = 100 µm) 
 
 
Abb. 4.13: EEZ Passage 0, KT 6 
Kleine, polygonale EEZ mit zentral gelege-
nem Zellkern und 1 - 3 Kernkörperchen 
(schwarze Pfeile, Morphologie A). Daneben 
große, polyedrische EEZ mit multiplen Zell-
kernen und mehreren (1 - 6) Kernkörper-
chen (weiße Pfeile, Morphologie B). (Balken 




4.8.1 Endometrium in situ  
Es wurden die parallel zu den für die Aufreinigung zur Primärkultur entnommenen 
endometrialen Gewebestücke (Bioptate und Teilstücke ganzer Uteri) immunhistolo-
gisch untersucht. An allen Gewebestücken erfolgte der Nachweis von ERα, PR und 
Inhibin-α (s. Kap. 3.10, S. 38 ff.). Die Deskription der erhobenen Ergebnisse erfolgt 
zunächst allgemein bezüglich der zellulären Expression (Zellart, Reaktionsmuster) 
und der Verteilung innerhalb des Gewebes. Danach wird, sofern vorhanden, auf zyk-
lische Variationen, o.ä. eingegangen.  
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4.8.1.1 Östrogenrezeptor- α und Progesteronrezeptor 
Die mittels der Immunhistologie erhobenen Befunde der Donorendometria bezüglich 
der Expression und der zyklusabhängigen Verteilung der Steroidhormonrezeptoren 
(ERα und PR) in den Epithel- und Stromazellen entsprechen den in der Literatur be-
richteten Gegebenheiten zyklischer und anöstrischer Stuten (ÖZGEN 1999, AUP-
PERLE et al. 2000, AUPPERLE et al. 2003) (vgl. Kap. 2.1.3, S. 4 ff.) (s. Abb. 4.14 
und 4.15). 
 
Abb. 4.14: Endometrium (Proliferation) 
Mittel- bis hochgradige intranukleäre Ex-
pression von ERα in nahezu allen Stroma-
zellen, die Drüsenepithelien mit einer proli-
ferativen Funktionsmorphologie sind ne-






Abb. 4.15: Endometrium (Sekretion) 
Mittel- bis hochgradige intranukleäre 
Expression von ERα in nahezu allen 
sekretorisch differenzierten Drüsenepithe-
lien. Die umliegenden Stromazellen sind 





4.8.1.2 Inhibin- α 
Die erhobenen IRS-Werte endometrialen Gewebes in situ sind für die Inhibin-α-
Expression statistisch normalverteilt. Zur vereinfachten und vergleichenden Darstel-
lung, auch im Hinblick auf die verschiedenen Zyklusstände, erfolgt diese daher in 
Form der Mittelwerte unter Angabe der Standardabweichungen. Eine zusammenfas-
sende Gegenüberstellung der IRS in den verschiedenen Drüsenlokalisationen und 
unter Berücksichtigung der Zyklusstände sowie die Angabe der entsprechenden 
Standardabweichungen erfolgt in Tab. 4.4 (S. 62). 
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Inhibin-α kann in 16 der 20 untersuchten Gewebeproben immunhistologisch nach-
gewiesen werden. Zwei anöstrische und zwei sekretorisch-aktive Uteri stellen sich 
vollständig negativ dar.  
Die Expression ist als überwiegend schwache, nur vereinzelt mäßige bis starke, dif-
fus intrazytoplasmatische Reaktion zu finden. Eine intranukleäre Reaktion wird nicht 
beobachtet.  
Inhibin-α ist überwiegen in den glandulären Epithelien lokalisiert (s. Abb. 4.16). Das 
luminale Epithel reagiert nur sehr vereinzelt schwach positiv. Basale Drüsen zeigen, 
im Vergleich zu den apikalen und mittleren, eine stärkere Expression, wobei die In-
tensität von apikal zu basal zunimmt (s. Tab. 4.4, S. 62). Eine Ausnahme stellt hier-
bei der tragende Uterus dar. Hier ist die stärkste Expression in den apikalen Drüsen 
zu verzeichnen, sie nimmt in Richtung der tiefen Drüsen ab. Innerhalb der Drüsen-
querschnitte können geringgradig variierende Exressionsintensitäten verzeichnet 
werden. Zudem zeigen teilweise direkt nebeneinander liegende Drüsen unterschied-
liche Expressionsintensitäten oder sind negativ. 
 
Abb. 4.16: Endometrium (Sekretion) 
Gering- bis mittelgradige intrazyto-
plasmatische Expression von Inhibin-α in 
mehreren sekretorisch differenzierten glan-
dulären Epithelien. Mehrere benachbarte 
Drüsenschläuche sind, wie die umliegenden 





Endometriales Gewebe anöstrischer Stuten zeigt sich in je zwei Fällen negativ bzw. 
lediglich mit einer schwachen Immunoreaktivität. In einer Probe kann in den mittleren 
und tiefen Uterindrüsen eine starke Expression (IRSMD, IRS TD = 4,5) gefunden wer-
den.  
Ein im Übergang von der sekretorischen in die proliferative Phase befindlicher Uterus 
reagiert sehr schwach positiv (IRSOD, IRSMD, IRSTD = 0,02 - 0,05), die zwei irregulär 
differenzierten Endometria innerhalb des Probenmaterials (je 1 mal sekretorisch bzw. 
proliferativ) gleichen in ihrem Expressionsverhalten jenem in proliferativen Drüsen. 
Die Mittelwerte der IRS aller Epithelzellsubpopulationen eines endometrialen Funkti-
onszustandes ( IRS ) zeigen eine zyklische Dynamik (s. Tab. 4.4, S. 62). Es deutet 
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sich eine insgesamt stärkere Immunoreaktivität in sekretorisch differenzierten Endo-
metria (einschließlich tragender Uterus) an, verglichen mit proliferativen, inaktiven 
oder irregulär differenzierten Uteri. 
 
Tab. 4.4: IRSInhibin-α (Mittelwerte und Standardabweichungen) oberflächlicher, mittlerer 
und tiefer Drüsenquerschnitte im Untersuchungsgut, mit (= alle Gewebepro-






























































Legende: IRSOD = IRS der oberflächlichen Drüsen; IRSMD = IRS der mittleren Drüsen; 
IRSTD = IRS der tiefen Drüsen; IRS  = Mittelwert aller IRS 
 
Positive Reaktionsprodukte in den Stromazellen sind - wenn auch sehr schwach - 
nur in sekretorischen Uteri des Zyklus (IRSsekretorisch = 0,27), sowie in der Trächtigkeit 
zu finden (IRStragend = 0,8). Die übrigen Uteri (Anöstrus, proliferative und irreguläre 
endometriale Drüsenmorphologie) sind negativ. Ein spezifisches Verteilungsmuster 
ERGEBNISSE 
63 
positiver Stromazellen (z.B. um Drüsen herum, oberflächlich und tief gelegene ESZ, 
usw.) ist hierbei nicht zu erkennen. 
Epithelzellen innerhalb endometrotisch alterierter Drüsen zeigen in den Mittelwerten 
der IRS eine variable Expressionsintensität. In ihrer Stärke ist diese vergleichbar mit 
der in oberflächlichen Drüsenepithelien. Das Expressionsverhalten endometrotischer 
Areale innerhalb eines Gewebestückes ist hierbei jedoch stark unterschiedlich. So 
treten stark positive fibrotische Herde neben negativen auf. Die an der Endometrose 
beteiligten Stromazellen sind durchweg negativ.  
Ein Einfluss der Herkunft des Probenmaterials (transzervikale Bioptate oder vollstän-
dige Uteri) ist nicht zu erkennen. 
4.8.1.3 Zusammenfassung  
Die Steroidhormonrezeptoren werden entsprechend der klinisch-gynäkologisch und 
ovariell dokumentierten Zyklusstände von den endometrialen Strukturen exprimiert. 
Die Expression und das Verteilungsmuster ist dabei in Einklang mit der endometria-
len Funktionsmorphologie. 
Inhibin-α kann in nahezu allen untersuchten Proben mittels IHC intrazytoplasmatisch 
nachgewiesen werden. Die Expression ist im Allgemeinen schwach und folgt hierbei 
einem erkennbaren Expressionsmuster, in Abhängigkeit vom Zyklusstand/der endo-
metrialen Funktionsmorphologie. Stromazellen reagieren, im Gegensatz zu den Epi-
thelzellen, nur sehr vereinzelt positiv. 
4.8.2 Zellpellets  
In keiner der 19 unmittelbar vor der Aussaat fixierten und pelletierten Zellen (ngesamt = 
19 Zellpellets; davon nEEZ = 3 und nESZ = 16) finden sich positive Präzipitate einer 
immunhistologischen Reaktion auf Östrogenrezeptor-α, Progesteronrezeptor und 
Inhibin-α. 
4.8.3 Endometrium in vitro 
Der Nachweis von ERα, PR und Inhibin-α an kultivierten und in Paraplast eingebette-
ten equinen endometrialen Epithel- und Stromazellen in Monokultur erfolgte an allen 
angelegten Kulturen, welche zum Zeitpunkt der Konfluenz eine Kreuzkontamination 
von weniger als 5 % aufwiesen. Dieses Kriterium führt zum Ausschluss von vier der 
fünf im Winteranöstrus angelegten Stromazellkulturen, da diese eine starke Verun-
reinigung mit epithelialen Zellen zeigten (s. Kap. 4.2.2.1, S. 45 f.). 
Im Folgenden wird eine allgemeine deskriptive Darstellung der erhobenen Befunde 
im Hinblick auf das zelluläre Expressionsmuster und die Expressionsintensität der 
untersuchten Marker vorgenommen. Zellartspezifische Variationen in der Expressi-
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onsintensität oder Unterschiede hinsichtlich einer evtl. vorhandenen zyklusabhängi-
gen Expression werden in den jeweiligen Kapiteln abgehandelt.  
Das Expressionsmuster  der drei untersuchten Proteine ist ausschließlich intrazyto-
plasmatisch. Eine intranukleäre Reaktion, wie sie bei ERα und PR in den untersuch-
ten Geweben in situ zu sehen ist (s. Kap. 4.8.1.1, S. 60), wird nicht gefunden. Die 
Reaktion kann bei allen untersuchten Markern als homogenes, diffuses Präzipitat, 
aber auch multifokal in der Zelle auftreten. Diese multifokalen Reaktionsmuster rei-
chen von diffus-wabig bis (multi-)fokal-plaqueartig (s. Abb. 4.17). Die beobachtete 
Expressionsintensität  kann gering- bis hochgradig sein. 
 
 
Abb. 4.17: Schematische Darstellung aller beobachteter IHC-Expressionsmuster in vitro. 
M: Membraneinsatz, a: diffus-intrazytoplasmatisch, b: diffus-wabig, c: plaque-
artig-apikal, d: plaqueartig-basolateral, e: plaqueartig-multifokal, f: negativ. 
 
Bei allen drei untersuchten Markern waren sowohl in epithelialen als auch in stroma-
len Kulturen variable Immunoreaktivitäten zu erkennen, auf die in den jeweiligen Ka-
piteln gesondert eingegangen wird. 
4.8.3.1 Östrogenrezeptor- α 
Equine endometriale Epithel- und Stromazellen in Kultur sind in variierendem Maße 
positiv für Östrogenrezeptor-α.  
Sieben Stromazellkulturen zeigen dabei keine Immunoreaktivität auf ERα. Es handelt 
sich dabei um die auswertbare Kultur des Winteranöstrus, beide irregulär differen-
zierte Endometria, sowie vier weitere Kulturen (2 x sekretorisch, 1 x Übergangsmor-
phologie, 1 x proliferativ). Von den EEZ-Kulturen sind 4 vollständig negativ auf ERα 
(2 x Winteranöstrus, 1 x sekretorisch, 1 x proliferativ).  
Zwischen 0 und 80 % der Epithelzellen einer Kultur reagieren geringgradig und zwi-
schen 0 und 70 % mittelgradig positiv auf ERα. Hochgradige Expressionen treten 
selten auf (n = 3). In einer Kultur waren jedoch 45 % der Zellen hochgradig positiv, in 
den verbliebenen zwei Kulturen zeigten 5 % der Zellen ein positives Reaktionspro-
dukt. Ein Einfluss des in vivo erlangten endometrialen Funktionszustandes auf die 
Expressionsintensität ist nicht erkennbar. 
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Die kultivierten Stromazellen zeigen seltener eine positive Reaktion (9 von 16 ESZ-
Kulturen sind positiv). Diese Reaktion ist zudem auch insgesamt schwächer. Eine 
geringgradige Expression kann in allen positiven Kulturen gefunden werden, der PP 
liegt zwischen 1 und 70 %. In einem Fall kann eine mittelgradige Expression von   
2,5 % der Zellen angetroffen werden, hochgradig positive Reaktionen sind nicht zu 
beobachten. 
Die EEZ des tragenden Uterus sind zu 30 % geringgradig und zu 40 % mittelgradig 
positiv für ERα, eine hochgradige Expression ist nicht zu erkennen. Demgegenüber 
zeigen 5 % der zugehörigen Stromazellen nur eine geringgradige Reaktion. 
Bei den kultivierten Epithelzellen des Winteranöstrus zeigen drei Kulturen eine ge-
ringgradige (PP = 10 - 30 %) und eine Kultur eine mittelgradige Expression (PP =   
30 %). Zwei Kulturen des Winteranöstrus sind vollständig negativ. 
Keine IHC-Reaktion auf ERα ist in den Epithel- und Stromazellen des Übergangszyk-
lus zu finden.  
Die Stromazellen beider irregulär differenzierter Uteri (irregulär sekretorisch bzw. 
proliferativ) sind ebenfalls negativ. Die entsprechenden Epithelzellen beider Proben 
sind zu 10 - 30 % geringgradig positiv, der irregulär sekretorische Uterus weist zu-
dem eine mittelgradig positive Reaktion auf (PP = 30 %). 
In Tabelle 4.5 (S. 66) ist die Anzahl positiver Epithel- und Stromazellkulturen sowie 
deren Prozentsätze positiver Zellen, unter Berücksichtigung der endometrialen Funk-
tionsmorphologie dargestellt.  
 
Abb. 4.18: EZK 054 EEZ P0, KT 6 
EEZ mit mittelgradiger Expression. Das Ex-
pressionsmuster ist plaqueartig-baso-lateral 








Abb. 4.19: EZK 057 EEZ P0, KT 14 
Mittel- bis hochgradige intrazelluläre Ex-
pression in EEZ. Nahezu alle Zellen sind 
positiv, das Expressionsmuster ist teils mul-
tifokal- oder diffus-plaqueartig (Pfeil und s. 




Abb. 4.20: EZK 057 EEZ P0, KT 14 
Mittel- bis hochgradige intrazytoplas-
matische Reaktion. Nahezu alle Epithelzel-
len zeigen eine diffuse-wabige, intrazelluläre 
Expression (s. Inset) von Östrogenrezep-






Tab. 4 5: Anzahl (n) Östrogenrezeptor-α-positiver EEZ- und ESZ-Kulturen ein-
schließlich des Prozentsatzes positiver Zellen (PP) pro Schnitt in Ab-
hängigkeit von der endometrialen Funktionsmorphologie.  
 geringgradig mittelgradig hochgradig 
 EEZ ESZ EEZ ESZ EEZ ESZ 
sekretorisch  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
7 / 8 6 / 8 4 / 8 0 / 8 3 / 8 0 / 8 
PP (in %) 1-35 1-70 15-70 - 5-45 - 
proliferativ  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
2 / 3 2 / 3 1 / 3 1 / 3 0 / 3 0 / 3 





Die immunhistologische Expression von PR in equinen endometrialen Epithel- und 
Stromazellen ist in den beiden Zellarten unterschiedlich. 
Lediglich drei Stromazellkulturen zeigen ein positives Reaktionsprodukt, hierzu gehö-
ren je ein sekretorisches und ein proliferatives Endometrium sowie der tragende  
Uterus. EEZ-Kulturen sind, bis auf drei, ausnahmslos positiv. Keine Reaktion ist in 
zwei anöstrischen und einem sekretorisch differenzierten Endometrium zu finden. 
Eine geringgradige Expression tritt in allen EEZ-Kulturen bei 1 bis 40 % der Zellen 
auf. Allerdings sind bei 8 dieser Kulturen nur 1 - 5 % der Zellen positiv, die restlichen 
besitzen einen PP zwischen 10 - 40 %. Mittelgradig starke Reaktionen zeigen sieben 
Kulturen, hier beträgt der PP zwischen 10 und 50 %. In drei Fällen kann eine hoch-
gradige intrazelluläre Reaktion beobachtet werden (PP = 10 - 50 %). EEZ aus Pro-
ben des physiologischen Winteranöstrus zeigen nur zu 2 bis 5 % geringgradig positi-
ve Reaktionen. 
Die Stromazellen reagieren nur in drei Kulturen geringgradig positiv, wobei zwei ei-
nen PP von 2 bzw. 2,5 % aufweisen und die dritte Kultur 65 % geringgradig positive 
ESZ enthält (tragend, s.u.). Mittelgradige Expressionen zeigen sich nur bei zwei Uteri 
(PP = 2,5 bzw. 5 %). Hochgradige Expressionen treten nicht auf. 
Stromazellen des tragenden Uterus exprimieren zu 65 % geringgradig und zu 5 % 
mittelgradig Progesteronrezeptoren. Die korrespondierende EEZ-Kultur enthält 2 % 
geringgradig positive Zellen.  
Die detaillierte Darstellung der Anzahl positiver EEZ- und ESZ-Kulturen unter Be-
rücksichtigung der endometrialen Funktionsmorphologie findet sich in Tab 4.6 (S. 
68). 
 
Abb. 4.21: EZK 058 EEZ P0, KT 12 
EEZ mit einer gering- bis mittelgradigen, 
multifokalen, plaqueartigen (Pfeil und s. 
Inset) bis beginnend diffus-wabigen (Stern), 
intrazytoplasmatischen Reaktion. Das Reak-







Abb. 4.22: EZK 065 EEZ P0, KT14 
Multifokale, geringgradige, plaqueartige bis 
wabige intrazytoplasmatische Expression (s. 
Inset) in polarisierten/isoprismatischen Epi-







Abb. 4.23: EZK 064 ESZ P0, KT 8 
Mittelgradige, multifokal-plaqueartige (Pfeil) 
bis diffuse intrazytoplasmatische Reaktion 
(Stern) in einer Stromazellkultur. Die Zellen 
besitzen eine spindelige, langgestreckte 





Tab. 4.6: Anzahl (n) Progesteronrezeptor-positiver EEZ- und ESZ-Kulturen, ein-
schließlich des Prozentsatzes positiver Zellen (PP) pro Schnitt in Ab-
hängigkeit von der endometrialen Funktionsmorphologie. 
 geringgradig mittelgradig hochgradig 
 EEZ ESZ EEZ ESZ EEZ ESZ 
sekretorisch  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
7 / 8 1 / 8 3 / 8 0 / 8 1 / 8 0 / 8 
PP (in %) 1-40 2 40-50 - 40 - 
proliferativ  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
2 / 3 1 / 3 2 / 3 1 / 3 2 / 3 0 /3 





4.8.3.3 Inhibin- α 
Bei der IHC-Untersuchung auf Inhibin-α sind Unterschiede in der Expression dieses 
Differenzierungsmarkers bei Epithel- und Stromazellen erkennbar. 
Lediglich in der Hälfte aller ausgewerteten ESZ-Kulturen sind positive Reaktionen zu 
sehen. Die negativen Kulturen (n = 8) entstammen unterschiedlichen endometrialen 
Funktionszuständen (1 x physiologischer  Winteranöstrus, 2 x proliferativ, 4 x sekre-
torisch, 1 x irregulär sekretorisch differenziertes Endometrium). Epithelzellkulturen 
sind dagegen nur in 2 Kulturen negativ auf Inihibin-α (je 1 x sekretorisch und prolife-
rativ). 
Alle verbliebenen, positiven Epithelzellkulturen weisen geringgradige Expressionsin-
tensitäten auf, wobei in vier Kulturen nur 2 bis 5 % der Zellen positiv reagieren. Die 
restlichen Kulturen zeigen zu 10 bis 30 % positive Präzipitate. Mittelgradige Reaktio-
nen sind bei nahezu allen Kulturen zu finden, wobei auch hier zwei Kulturen nur sehr 
wenige positive Zellen enthalten (PP = 2,5 - 5 %). Bei den übrigen Kulturen können 
zwischen 10 und 55 % mittelgradig starke Inhibin-α-Expressionen gefunden werden. 
Eine hochgradige Expressionsintensität kann in fünf Kulturen beobachtet werden, 
der PP liegt zwischen 10 und 40 %. Kultivierte Epithelzellen aus Proben des physio-
logischen Winteranöstrus zeigen alle eine positive IHC-Reaktion auf Inhibin-α, wobei 
die Reaktion insgesamt schwächer ausfällt und zudem weniger Zellen positiv reagie-
ren. 
Innerhalb der Stromazellpopulation können gering- und mittelgradige, in einem Fall 
sogar hochgradige Präzipitate gefunden werden. Die Stromazellen, in denen Inhibin-
α nachgewiesen werden konnte, zeigen alle eine geringgradige Reaktionsintensität, 
deren PP 2 - 30 % beträgt. In vier dieser Kulturen wurden zudem zwischen 2,5 und 
50 % mittelgradig starke Expressionsintensitäten festgestellt, in einer Kultur waren 
10 % der ESZ hochgradig positiv. 
Die Stromazellen des in vitro kultivierten, graviden Uterus sind zu 30 % geringgradig 
und zu 50 % mittelgradig positiv für Inhibin-α. Die korrespondierenden EEZ zeigen 
zu 20 % (geringgradig) bzw. 50 % (mittelgradig) positive Reaktionen. 
In Tab. 4.7 (S. 71) erfolgt die detaillierte Darstellung der IHC-Befunde epithelialer 
und stromaler Kulturen (Anzahl positiver Kulturen und PP) in Abhängigkeit vom en-
dometrialen Funktionszustand. Zudem sind die Befunde fehldifferenzierter Endo-




Abb. 4.24: EZK 057 EEZ P0, KT 14 
Epithelzellen mit einer mittelgradigen, pla-
queartigen, intrazytoplasmatischen Expres-








Abb. 4.25: EZK 057 EEZ P0, KT 14 
Gering- bis mittelgradige intrazytoplasma-
tische IHC-Reaktion auf Inhibin-α in teilwei-
se polarisierten Epithelzellen. Das Expres-
sionsmuster ist plaqueartig-basolateral bis 
multifokal (Pfeil und s. Inset), in einzelnen 
Zellen ist eine beginnende diffus-wabige 




Abb. 4.26: EZK 056 ESZ P0, KT 18 
Die Stromazellen des tragenden Uterus 
zeigen eine mittelgradige plaqueartige bis 
diffus-intrazytoplasmatische Expression von 







Tab. 4.7: Anzahl (n) Inhibin-α-positiver EEZ- und ESZ-Kulturen einschließlich des 
Prozentsatzes positiver Zellen (PP) pro Schnitt in Abhängigkeit von der 
endometrialen Funktionsmorphologie. 
 geringgradig mittelgradig hochgradig 
 EEZ ESZ EEZ ESZ EEZ ESZ 
sekretorisch  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
7 / 8 4 / 8 5 / 8 1/ 8 3 / 8 1/ 8 
PP (in %) 5-30 2-20 20-50 30 20-40 10 
Proliferativ  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
2 / 3 1 / 3 1 / 3 1 / 3 0 / 3 0 / 3 
PP (in %) 20 2,5 40 2,5 - - 
irreguläre Differenzierung (sekretorisch und prolif erativ)  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
2 / 2 1 / 2 2 / 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 
PP (in %) 20-25 10 50-55 - 10-15 - 
Übergangsmorphologie (sekretorisch zu proliferativ)  
Anzahl (n) positive 
Kulturen / angelegte 
Kulturen 
1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 
PP (in %) 20 30 50 50 - - 
 
4.8.3.4 Zusammenfassung 
Der immunhistologische Nachweis der Steroidhormonrezeptoren und von Inhibin-α in 
kultivierten equinen endometrialen Epithel- und Stromazellen ergibt variable Be-
funde.  
Positive Reaktionen sind ausschließlich intrazytoplasmatisch zu beobachten und 
können in verschiedenen Expressionsmustern auftreten. Die Stärke der Präzipitate 
kann gering-, mittel- oder hochgradig sein. Daneben treten, von Marker zu Marker 




Tendenziell ist in den Epithelzellen häufiger ein positiver Nachweis zu verzeichnen, 
verglichen mit den korrespondierenden Stromazellkulturen. Dieser fällt zudem in der 
Regel auch stärker aus.  
Unter Berücksichtigung der endometrialen Funktionsmorphologie zyklischer Endo-
metria treten bei den untersuchten Markern keine erkennbaren Unterschiede in der 
Expression auf. Auffällig ist jedoch, dass die Stromazellen des kultivierten, graviden 
Endometriums deutlich stärker immunhistologisch positiv für Progesteronrezeptoren 
sind, verglichen mit den entsprechenden epithelialen Zellen. Diese Befunde sind bei 
der Untersuchung auf ERα genau umgekehrt. Bei Betrachtung der Verhältnisse für 
Inhibin-α in beiden Zellpopulationen sind sowohl die Expressionsintensität als auch 
die entsprechenden Prozentsätze positiver Zellen als in etwa vergleichbar anzuse-
hen.  
Stromazellen des Winteranöstrus sind ausnahmslos negativ für ERα, PR und Inhibin-
α. Weiterhin fällt bei den Epithelzellen auf, dass der Nachweis der Steroidhormonre-
zeptoren häufiger negativ ausfällt und die Expressionsintensität tendenziell etwas 
schwächer ist. Für Inhibin-α zeigen sich zwar alle EEZ positiv, die Expression ist je-






5.1 Ziel der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein von BUSCHATZ (2007) grundlegend etab-
liertes Protokoll zur Isolierung und Kultur equiner endometrialer Epithel- und Stroma-
zellen in seiner Methodik zu verfeinern. So sollten den Zellen zunächst optimierte 
Rahmenbedingungen in vitro geboten werden, welche den Konstellationen im Orga-
nismus weitgehend nahe kommen. Weiterhin wurde die Entwicklung zusätzlicher 
Möglichkeiten des Handlings angestrebt. 
Danach sollten die kultivierten Zellen hinsichtlich ihrer morphologisch-funktionellen 
Charakteristika untersucht und die erhobenen Befunde vergleichend mit den Gege-
benheiten in situ betrachtet werden. Besonderes Augenmerk galt dabei der Expres-
sion der Steroidhormonrezeptoren (ERα und PR) und von Inhibin-α. 
5.2 Beurteilung des Materials 
Da die erste Zielstellung der vorliegenden Arbeit der Methodenetablierung eines be-
reits existierenden Protokolls zur In-vitro-Kultur des Pferdeendometriums galt, wur-
den Einflüsse hinsichtlich der endometrialen Funktionsmorphologie bei diesen Vor-
versuchen nicht berücksichtigt. Entsprechend fand bei den Spenderstuten keine 
vorherige Selektion bezüglich ihres Zyklusstandes statt.  
Für die zweite Zielstellung (morphologisch-funktionelle Charakterisierung) erfolgte 
dann eine Selektion des Probenmaterials, um eventuell vorhandene zyklusabhängi-
ge Unterschiede in der Zellaktivität in vitro oder der Expression von ERα, PR und 
Inhibin-α (in vitro, vergleichend zu in situ), wie sie beispielsweise bei der Frau er-
kennbar sind (FLEMING u. GURPIDE 1982, MATTHEWS et al. 1992, FLEMING 
1999, MYLONAS et al. 2003a, MYLONAS et al. 2003b), feststellen zu können. In 
den bisherigen in der Literatur vorhandenen Arbeiten an entsprechenden Kulturen 
des Pferdes wurden ebenfalls Einteilungen in Zyklusgruppen (Östrus, Diöstrus, 
Trächtigkeit) vorgenommen (BRADY et al. 1992, WATSON et al. 1992). Es konnten 
jedoch keine signifikanten funktionellen Unterschiede, insbesondere in Bezug auf die 
Prostaglandinsynthese (WATSON et al. 1992) oder die Ausbildung von gap junctions 
(BRADY et al. 1992) gefunden werden. 
Aufgrund der heterogenen Herkunft des Probenmaterials (Uterusbioptate lebender 
und vollständige Uteri euthanasierter Stuten) gelang eine Einteilung in Zyklusgrup-
pen in unterschiedlichem Maße.  
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Eine klinisch-gynäkologische Untersuchung der euthanasierten Spendertiere und 
eine vorherige Selektion dieser bezüglich ihres Zyklusstandes war nicht möglich. Die 
Tiere wurden aus medizinischen Gründen euthanasiert, eine Terminierung ihres en-
dometrialen Zyklusstandes oder gar eine Zyklussteuerung konnte nicht vorgenom-
men werden. Die Bestimmung des Zyklusstandes wurde daher retrospektiv anhand 
der An- und Rückbildung ovarieller Funktionskörper (ARTHUR 1958, VAN NIEKERK 
et al. 1973, VAN NIEKERK et al. 1975, KENNEY et al. 1979), in Zusammenhang mit 
der histologisch erkennbaren endometrialen Funktionsmorphologie vorgenommen.  
Eine Feststellung des Zyklusstandes der lebenden Spenderstuten für Bioptate war 
dahingegen möglich. Zudem erfolgte bei diesen Stuten eine Überprüfung der Syn-
chronizität der klinisch-gynäkologischen Befunde mit der histologisch erfassbaren 
endometrialen Funktionsmorphologie.  
Im vorliegenden Untersuchungsgut sind alle physiologischerweise bei der Stute vor-
kommenden Zyklusstände vertreten. So konnten anöstrische (n = 5), proliferative    
(n = 3) und sekretorische (n = 9) Uteri wie auch ein tragender Uterus (4. Trächtig-
keitsmonat, ebenfalls Sekretionsmorphologie) erfolgreich in Kultur verbracht werden. 
Zudem sind zwei irreguläre Differenzierungszustände und ein im Übergang von der 
Sekretions- zur Proliferationsmorphologie befindliches Endometrium im Untersu-
chungsgut vorhanden. So ist anhand des vorliegenden Materials erstmalig ein Über-
blick über das Vorhandensein der Steroidhormonrezeptoren und Inhibin-α in einer 
equinen endometrialen Primärzellkultur, ausgehend von verschiedenen Zyklussta-
dien, möglich. Da die Probenanzahl in einigen Zyklusgruppen (insbesondere prolife-
rative und tragende Endometria) jedoch sehr gering ist, sollte für statistisch validierte 
Aussagen bezüglich der Expressionen von ERα, PR, Inhibin-α sowie der Konfluenz-
zeiten in Folgearbeiten eine Aufstockung dieser Gruppen erfolgen.  
Um eine konstante, vergleichende Betrachtung der Zellcharakteristika in Kultur mit 
den spezifischen Konstellationen in situ zu ermöglichen, erfolgte ausnahmslos eine 
parallele Entnahme endometrialen Gewebes eines Tieres zur Aufarbeitung für die 
Histologie/Immunhistologie. Sofern ausreichend nicht zur Kultur herangezogenes 
Zellmaterial vorhanden war, wurde dieses ebenfalls für die Lichtmikroskopie aufge-
arbeitet, um den status praesens zum Zeitpunkt der Zelleinsaat zu erhalten. Ein ver-
gleichbarer Versuchsaufbau fand bisher nur bei humanen Kulturen Verwendung 
(MYLONAS et al. 2003b). 
Aus den gewonnenen Ergebnissen geht hervor, dass endometriale Bioptate hervor-
ragend zur Aufarbeitung für die Zellkultur herangezogen werden können. Dies bestä-
tigt die Ergebnisse anderer Autoren an equinen (WATSON et al. 1992, BUSCHATZ 
2007) bzw. humanen Zellkulturen (OSTEEN et al. 1989, BENTIN-LEY et al. 1995, 
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MERVIEL et al. 1995). Zudem waren erfolgreiche Zellisolierungen aus vollständigen 
Uteri euthanasierter Tiere, entgegen den Ergebnissen von BUSCHATZ (2007), mög-
lich und erweitern so das Ausgangsmaterial für die Zellkultur erheblich. Die Euthana-
sie der in dieser Arbeit verwendeten Donorstuten fand unter Anwendung des Phar-
makons T61® statt. Entsprechende Angaben, welches Medikament bei BUSCHATZ 
(2007) zum Einsatz kam, sind nicht verfügbar. Abschließend bleibt daher unklar, ob 
für eine erfolgreiche Kultivierung das verwendete Arzneimittel (T61® oder z.B. Barbi-
turate), oder allein der Zeitraum von individuellem Tod des Tieres bis zum Beginn 
der Zellisolierung einen Einfluss besitzt. Eine Kombination beider Faktoren wäre je-
doch ebenfalls denkbar. 
Beide Arten der Zellgewinnung bieten verschiedene Vor- und Nachteile, welche im 
Folgenden in halbtabellarischer Form gegenübergestellt sind. 
 
Transzervikale Bioptate  
 
Vorteile:  
- gezielte Entnahme aus verschiedenen  
Zyklusstadien möglich 
- sterile Entnahmetechnik (keine akziden-
tielle Kontamination der Probe)  
- kein negativer Einfluss auf Fertilität der 
Stute (WATSON u. SERTICH 1992) 




- begrenzte Zellzahl pro Bioptat 
- Anzeige eines Tierversuches nach § 6 
Abs. 1 Nr. 4 TierSchG nötig  
 
 
Vollständige Uteri (Euthanasie)  
 
Vorteile:  
- potenziell viele Gewebeproben  
-  keine sterile Entnahme in jedem Fall 
garantiert (z.B. akzidentielle Kontami-
nation der Probe) 
-  keine Anzeige eines Tierversuches  nach 
§ 6 Abs. 1 Nr. 4 TierSchG erforderlich 
 
Nachteile:  
- keine gezielte Entnahme aus definierten 
Zyklusstadien möglich 
- geringere Zellvitalität durch teils große, 
technisch bedingte Zeitverzögerung zwi-





5.3 Kritische Betrachtung der Untersuchungsmethodik  im Hinblick 
auf die Evaluierung der funktionellen Aktivität equ iner endo-
metrialer Zellen in vitro  
Die Untersuchungen der spezifischen funktionellen Aktivität endometrialer Zellen in 
Kultur können prinzipiell anhand verschiedener Methoden durchgeführt werden: 
1. Nachweis von Sekretionsprodukten (z.B. Prostaglandinen, Inhibin-α) im Kultur-
überstand (ELISA, Western-Blot) (WATSON et al. 1992, PETRAGLIA et al. 
1998, GROOTHUIS et al. 2002) 
2. Nachweis der kodierenden mRNA im Zellmaterial mittels PCR oder In-situ-
Hybridisierung (z.B. trächtigkeitsassoziierte Gene für Uteroferrin oder Antileu-
koproteinase, sowie Steroidhormonrezeptoren) (PIVA et al. 1988, REED et al. 
1996) 
3. Nachweis von Rezeptoren mit funktioneller Aktivität mittels IHC, ELISA oder 
Western-Blot (z.B. ERα und PR) (CLASSEN-LINKE et al. 1997, GALABOVA-
KOVACS et al. 2004, BÖTTCHER et al. 2010) 
4. Nachweis des intrazellulär gelegenen und zur Sekretion bereitgestellten Prote-
ins mittels IHC oder Enzym-Immuno-Assay (z.B. Inhibin-α) (MYLONAS et al. 
2003a, MYLONAS et al. 2003b) 
 
Diese verschiedenen Untersuchungstechniken bergen in ihrer Aussagekraft im Ver-
gleich zu den jeweilig anderen einige Vor- bzw. Nachteile, welche zu Problemen bei 
der Interpretation der Befunde und insbesondere bei Betrachtung der funktionellen 
Aktivität endometrialer Zellen in Kultur führen könnten.  
Der sehr sensitive Nachweis der Sekretionsprodukte im Kulturüberstand erlaubt zwar 
eine definitive Aussage bezüglich der Produktionsleistung endometrialer Zellen in 
Kultur, jedoch werden nicht-sezernierte Substanzen (z.B. aufgrund des Fehlens der 
Sekretionsstimuli) nicht detektiert. Diese Aussage könnte wiederum anhand von Un-
tersuchungen des kompletten Zellmaterials z.B. mittels Western-Blot oder PCR er-
folgen, welche ebenfalls eine hohe Sensitivität besitzen. Eine morphologische Zu-
ordnung zu einem bestimmten Zellkompartiment (z.B. Zellkern, Zytoplasma, …) ist 
durch diese Techniken allerdings nicht möglich. Im Gegensatz dazu lassen die IHC 
und ISH als morphologisch-basierte Methoden an Schnitt- oder Ausstrichpräparaten 
diese Aussagen zu, jedoch bleibt hierbei die tatsächliche Menge der Sekretion ver-
borgen. Die Nachweisgrenze für die gesuchte Substanz ist bei diesen Verfahren zu-
dem deutlich unter der anderer (molekularbiologischer) Techniken anzusiedeln, da 
erstens sehr kleine Ausschnitte untersucht und zweitens die optische Sensitivität des 
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untersuchenden Auges begrenzt ist. Sehr geringe Mengen einer Substanz könnten 
daher verborgen bleiben. 
Abschließend sei daher hervorgehoben, dass unter Verwendung lediglich einer die-
ser beispielhaft erwähnten Untersuchungsmethoden immer nur ein kleiner Teilbe-
reich der funktionellen zellulären Aktivität in vitro beleuchtet werden kann. Ein um-
fassendes Studium der zellulären Aktivität (Transkription, Translation, Prozessierung, 
Speicherung, Sekretion und Sekretionsstimuli, Steuerung der Zellteilung, Differenzie-
rung, etc.) sollte demzufolge mehrere dieser Techniken in Kombination beinhalten. 
5.4 Isolierungs- und Separationsmethode, Reinheit d er Kulturen 
Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Isolierung und Separation endometria-
ler Zellen des Pferdes beinhaltet eine Kombination verschiedener in der Literatur an-
gegebener Techniken und basiert auf den Ergebnissen von BUSCHATZ (2007). Sie 
legte in ihrer Arbeit die grundlegenden Schritte der Aufreinigung, aber auch die ein-
zelnen, spezifischen Anforderungen an die jeweiligen Separationsschritte fest. Diese 
Separationstechniken beinhalten: 
1. mechanische Zerkleinerung 





Abweichend zu dem von BUSCHATZ (2007) entwickelten Protokoll wurde in den 
durchgeführten Vorversuchen zur enymatischen Dissoziation des Gewebes eine 
größere Menge an Kollagenase Typ-II zugegeben (2000 statt 1000 U/ml). Dies konn-
te den Verdauungsprozess beschleunigen und so die Zellvitalität durch Verkürzung 
der Präparationszeit erhöhen. Zudem wurde die Verdauungslösung in kontinuierli-
cher Bewegung gehalten, um eine gleichmäßige Verteilung und Durchmischung des 
Enzyms zwischen den mechanisch getrennten Gewebestückchen zu gewährleisten. 
Dies hatte ebenfalls einen positiven Einfluss auf die Dauer der Zellisolierung. 
Die restlichen Schritte zur Aufreinigung erfolgten analog zu dem beschriebenen Pro-
tokoll. Eine immunhistologische Überprüfung des Reinheitsgrades der Zellsuspensi-
onen zum Zeitpunkt der Aussaat (z.B. mittels Nachweis von Zytokeratin in ESZ-
Kulturen) erfolgte daher nicht, da bei den essentiellen Schritten der Gewebedissozia-
tion und Zelltrennung (z.B. der Differenzialadhärenz) und auch beim Probenmaterial 
keine Variation des Protokolls von BUSCHATZ (2007) vorgenommen wurde. So 
konnten bei lichtmikroskopischer Beurteilung der Proben saisonal-zyklischer Tiere 
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vergleichbare Reinheitsgrade beider Zellpopulationen, wie sie bei BUSCHATZ 
(2007) beschrieben sind, erreicht werden. 
Auffallend ist jedoch die bereits im Phasenkontrastmikroskop während der Kultur 
erkennbare hohe Verunreinigung stromaler Kulturen mit Epithelzellen in den Winter-
monaten (physiologischer Anöstrus). Hier konnte lediglich in einer Kultur eine akzep-
table Kreuzkontamination mit EEZ unter 5 % erreicht werden. Bei Betrachtung der 
Histologie eines inaktiven Endometriums besitzen die entsprechenden Drüsen einen 
kleinen Querschnitt und sind kürzer als (sekretorisch oder proliferativ) aktive. Dies ist 
durch ein flaches bis isoprismatisches Epithel und ein vergleichsweise enges Lumen 
bedingt (KENNEY 1978, GROSS u. LEBLANC 1984, SCHOON et al. 1992). Daher 
sind wahrscheinlich erheblich mehr Epithelzellen (und Epithelzellcluster) in der Lage, 
die Poren des Zellsiebes bei der Filtration zu passieren, wodurch es in der Folge zu 
einer starken initialen Kreuzkontamination im eigentlichen Stromazellfiltrat kommt. 
Diese ist dann auch nicht mehr durch die sich anschließende Dichtegradientenzentri-
fugation und Differenzialadhärenz zu bereinigen. Vice versa sind im Filterkuchen 
weniger Epithelzellen vorhanden. Bei diesen handelt es sich zumeist um größere, 
noch zusammenhängende Drüsenschläuche. Die Reinheit der Epithelzellkulturen 
entspricht der aus zyklisch-aktiven Proben. 
Entsprechende Erfahrungen zur Reinheit von Stromazellkulturen bei anderen Tierar-
ten mit einem physiologischen Anöstrus (z.B. Hündin) oder bei Proben von postme-
nopausalen Frauen sind in der Literatur nicht dokumentiert.  
Sollte aus wissenschaftlicher Sicht das Interesse bestehen, equine Stromazellkultu-
ren des Winteranöstrus anzufertigen, muss entsprechend der hier vorliegenden Er-
gebnisse eine Anpassung (Verminderung) der Porengröße des Filters vorgenommen 
werden. 
5.5 Haltung der Kulturen 
5.5.1 Kultivierung, Nährmedium und Kulturdauer 
Kultivierung 
Verschiedene Arbeiten an humanen endometrialen Zellen zeigen, dass Unterschiede 
in der Kultivierungsfähigkeit und Proliferationsgeschwindigkeit zu erkennen sind, so-
fern die endometriale Funktionsmorphologie Berücksichtigung findet. Humane en-
dometriale Zellen aus der proliferativen Phase sind demnach leichter zu kultivieren 
und besitzen zudem eine höhere Proliferationsaktivität, verglichen mit sekretorisch 
aktiven Zellen (LIU u. TSENG 1979, NEGAMI u. TOMINAGA 1989, ARNOLD et al. 
2001, MYLONAS et al. 2003a, MYLONAS et al. 2003b). Entsprechende zyklusab-
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hängige unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten sind im eigenen Untersu-
chungsgut auch im equinen Uterus in vitro nachzuvollziehen. Dies deutet auf eine 
Konservierung der im Gewebeverbund in situ erlangten funktionellen Aktivität equi-
ner endometrialer Zellen in einer Primärkultur hin. 
 
Nährmedium 
Dem jeweiligen in der Zellkultur angewendeten Nährmedium wird ein wichtiger Anteil 
an der Kultivierbarkeit und der Differenzierung einer Zelllinie beigemessen. Daher 
wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst eine Anpassung des Kulturmediums an 
die spezifischen Bedürfnisse endometrialer Zellen durch Änderung des Grundmedi-
ums, Reduktion des Serumanteils und Zugabe diverser Additive angestrebt. Vergli-
chen mit dem in der Erstbeschreibung durch BUSCHATZ (2007) verwendeten 
Nährmedium (RPMI 1640 mit 10 % FKS) handelt es sich bei dem in dieser Studie 
verwendetem Medium um ein vergleichsweise komplexes Substrat, welches die kul-
tivierten Zellen nun in die Lage versetzt, eine fortgeschrittene Differenzierung zu er-
reichen bzw. aus dem Ursprungsgewebe zu konservieren (z.B. angezeigt durch die 
Expression von Hormonrezeptoren und die Proliferationsgeschwindigkeit). 
 
Kulturdauer 
Die maximal zu erreichende Kulturdauer epithelialer und stromaler Zellen wurde in 
der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt, da die Kultivierung sofort nach Erreichen der 
Konfluenz beendet und die Zellen fixiert wurden. Literaturangaben zufolge liegt diese 
für humane endometriale Epithelzellen aus der sekretorischen Phase bei 3-4 Wo-
chen und für Epithelzellen aus der proliferativen Phase bei 4-6 Wochen (MYLONAS 
et al. 2000). Stromazellen der Frau sollen bis zu 8 Wochen in Kultur gehalten werden 
können, ohne eine erkennbare Beeinflussung durch den ursprünglichen Zyklusstand. 
Für equine Zellen sind keine entsprechenden Angaben vorhanden, sodass in weite-
ren Studien die Kultur auch über den Zeitpunkt der Konfluenz hinaus erfolgen sollte, 
um die maximale Kulturdauer bis zum Auftreten erster Anzeichen einer Seneszenz 
bestimmen zu können.  
DISKUSSION 
80 
5.5.2 Passagierung und Kryokonservierung 
Passagierung 
Die Passagierung stromaler Zellen gestaltet sich im eigenen Untersuchungsgut prob-
lemlos. Es können bei Verwendung eines verhältnismäßig rigiden Enzyms (Trypsin-
EDTA) zahlreiche Subkultivierungen vorgenommen werden, ohne dass erkennbare 
Veränderungen an den Zellen auftreten. Diese Ergebnisse decken sich mit denen 
anderer Autoren an endometrialen Kulturen des Menschen (KIRK et al. 1978, DOR-
MAN et al. 1982, HOLINKA 1988, ARNOLD et al. 2001, MYLONAS et al. 2003b) und 
des Pferdes (BUSCHATZ 2007). 
Entgegen der Berichte einer sehr schlechten (ZHANG et al. 1995) bis fehlenden 
Passagierbarkeit epithelialer Zellen bei Mensch (MATTHEWS et al. 1992, VIGANO 
et al. 1993, CLASSEN-LINKE et al. 1997, MYLONAS et al. 2003b) und Pferd 
(BUSCHATZ 2007), können mit Hilfe des entwickelten Protokolls bis zu 24 Subkultu-
ren gleicher phänotypischer und wachstumsparametrischer Eigenschaften hergestellt 
werden. Dies ist möglicherweise auf die Verwendung eines schonenderen Enzyms 
zur Ablösung der Zellen vom Kultursubstrat und auf den Einsatz eines geeigneteren 
Nährmediums zurückzuführen. Dies bietet die Möglichkeit einer Vervielfältigung des 
Zellmaterials einer Zelllinie für weiterführende Untersuchungen. Zudem erfolgt eine 




Mit Hilfe der Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff kann eine relative Unabhän-
gigkeit von frischem endometrialem Gewebe erreicht und zudem die hergestellte 
Zelllinie vor genetischer Drift, Kontamination, Alterung und anderweitigem Verlust 
geschützt werden (FRESHNEY 2010). Essenzielle Grundlage eines solchen Proto-
kolles ist jedoch eine gute Passagierbarkeit der Zellen, welche nach dem Auftauen 
noch proliferative Eigenschaften besitzen sollen. Während MUNSON und Mitarbeiter 
(1988) bei der Kryokonservierung boviner epithelialer Zellen erfolgreich waren, ge-
langen entsprechende Versuche für equine endometriale Zellen bis dato nicht, konn-
ten aber im vorliegenden Untersuchungsgut erfolgreich durchgeführt werden. Somit 
kann, in Grenzen, unabhängig von Frischmaterial gearbeitet werden. 
Um derartige Zellen auch für vergleichende Versuche anwenden zu können, muss 
zunächst eine Charakterisierung entsprechend passagierter und kryokonservierter 
Zellen bezüglich ihres Zytoskelettes und des Vorhandenseins von Steroidhormonre-
zeptoren erfolgen. Dies ist teilweise durch BÖTTCHER und Mitarbeiter (2010) ge-
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schehen. Hierbei handelte es sich jedoch um hohe Passagen (Passagen 11 und 12), 
sodass Erkenntnisse bei frühen Passagen fehlen und daher angestrebt werden soll-
ten. 
5.6 Morphologisch-funktionelle Charakteristika des equi nen En-
dometriums in situ  und in vitro 
Über die morphologisch-funktionellen Gegebenheiten am equinen Endometrium in 
situ herrscht aufgrund zahlreicher histopathologischer, immunhistologischer sowie 
elektronenmikroskopischer Untersuchungen weitgehende Klarheit. So sind die phy-
siologischen und pathologischen Konstellationen der Morphologie, das Zytoskelett, 
die extrazelluläre Matrix, die zyklische/azyklische Expression und Verteilung der Ste-
roidhormonrezeptoren, das Sekretionsmuster glandulärer Epithelien sowie die Vertei-
lung ausgewählter Wachstumsfaktoren bekannt. Im Untersuchungsgut der vorlie-
genden Arbeit entsprechen die immunhistologischen Befunde bezüglich der 
Verteilung von ERα und PR im zyklischen und inaktiven Stutenendometrium den laut 
Literaturangaben zu erwartenden Befunden (AUPPERLE et al. 2000, AUPPERLE et 
al. 2003). 
Die morphologisch-funktionellen Eigenschaften des equinen Endometriums in vitro 
sind demgegenüber nur ansatzweise erforscht (WATSON et al. 1992, BRADY et al. 
1992, BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007).  
Um eine Extrapolation aus Erkenntnissen von In-vitro-Versuchen in das Gesamtor-
gan Uterus vornehmen zu können, muss die Zellkultur gewisse Grundvoraussetzun-
gen erfüllen. Nur unter dieser Voraussetzung kann die hier vorgestellte Art der Kul-
tur, in Anlehnung an andere Autoren (BRADY et al. 1993, BLÄUER et al. 2005, 
STADLER et al. 2008), als Modell und gegebenfalls als Ersatzsystem für den Tier-
versuch gelten. 
Bezogen auf das Endometrium sind diese Voraussetzungen zum einen eine Ausstat-
tung beider Zellarten mit Steroidhormonrezeptoren und zum anderen eine fortge-
schrittene zelluläre Differenzierung, welche durch die Expression bestimmter Marker 
und eine polarisierte Zellmorphologie zu erkennen ist. Zudem muss die vergleichen-
de Analyse der erhobenen Daten mit dem Endometrium in situ erfolgen. Wird dann 
ein ausreichendes Maß an Äquivalenz erreicht, ist das entsprechende Zellkulturmo-





5.6.1 Endometrium in situ  - Expression von Inhibin- α 
Inhibin-α ist laut YAMANOUCHI et al. (1997) im Pferdeuterus nicht nachweisbar, 
konnte allerdings bereits im Ovar (NAGAMINE et al. 1998, ELLENBERGER 2003) 
und im ovariellen Blut (ROSER et al. 1994) von Stuten gefunden werden. 
Im vorliegenden Untersuchungsgut hingegen gelang ein Nachweis von Inhibin-α im 
Stutenendometrium anhand der Immunhistologie. Zudem konnten sowohl eine spezi-
fische Lokalisation in verschiedenen Drüsenabschnitten innerhalb eines Gewebe-
stückes, als auch eine zyklisch variierende Verteilung der Expression von Inhibin-α 
im Endometrium festgestellt werden. Vergleichbare zyklische Variationen sind auch 
bei der Frau beschrieben. So steigt nach MYLONAS et al. (2003a, 2004a, 2004b) 
der Gehalt an Inhibin-α von sehr niedrigen Werten während der proliferativen Phase 
bis auf maximale Werte zum Zeitpunkt der sekretorischen Differenzierung an. Eben-
so ist bei der Frau das glanduläre Epithel als die Hauptlokalisation der Inhibin-α-
Produktion anzusehen (MYLONAS et al. 2003a, MYLONAS et al. 2004a, MYLONAS 
et al. 2004b).  
Während der Trächtigkeit kann im eigenen Untersuchungsgut, entgegen den Ergeb-
nissen von YAMANOUCHI et al. (1997), eine Expression von Inhibin-α vor allem in 
den Epithelzellen sowie mit geringer Expressionintensität in den Stromazellen nach-
gewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden im humanen Endo-
metrium während der frühen Schwangerschaft überein (PETRAGLIA et al. 1990, 
PETRAGLIA et al. 1991), wobei bei der Frau in diesem Zeitraum eine Inhibin-α-
Expression insbesondere in den stromalen Zellen beobachtet werden kann (JONES 
et al. 2000).  
Im Rahmen der saisonal bedingten physiologischen Inaktivität (Winter) ist das      
Stutenendometrium lediglich durch eine schwache oder fehlende Expression von 
Inhibin-α gekennzeichnet. Da eine solche Inaktivität nur bei der Stute auftritt, jedoch 
nicht bei den gängigen Versuchstieren, sind entsprechende Vergleiche hinsichtlich 
der Inhibin-α-Expression nicht möglich. Möglicherweise sind die vorliegenden Ergeb-
nisse bei der Stute jedoch vergleichbar mit Befunden bei der Frau, da nach der Me-
nopause Inhibin-α weder im Uterus noch im peripheren Blut nachzuweisen ist 
(PETRAGLIA et al. 1998, BURGER et al. 1998, STRAUSS 2004). Im eigenen Unter-
suchungsgut zeigte sich bei einem anöstrischen Tier eine hochgradig intensive Ex-
pression von Inhibin-α im histomorphologisch inaktiven Endometrium. Das entspre-
chende Uterusbioptat wurde jedoch gegen Ende des Winters (Ende Februar) 
entnommen. Die erhobenen Befunde bezüglich der Inhibin-α-Expression sind bei   
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diesem Tier am ehesten mit frühen Stadien einer endometrialen Aktivität vereinbar, 
die jedoch weder ein histomorphologisches noch klinisches Korrelat besaß.  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Inhibin-α, vergleichbar mit der 
Humanmedizin (MYLONAS et al. 2003b), als Marker für eine fortgeschrittene zellulä-
re, sekretorische Differenzierung epithelialer (und in viel geringem Maße auch stro-
maler) Zellen in situ angesehen werden kann. So könnte beispielsweise eine ver-
minderte Expression dieses Proteins hinweisend für eine gestörte zelluläre 
Differenzierung im Rahmen des endometrialen Zyklus bei der Stute sein und eine 
verminderte Fertilität betroffener Tiere bedingen. Diesbezüglich sind weitere Unter-
suchungen an einem größeren Tiergut notwendig. Insbesondere eine endometriale 
Atrophie während der späten physiologischen Decksaison oder eine reduzierte Akti-
vität zu Beginn der Decksaison (KENNEY u. DOIG 1986, SCHOON et al. 1997, 
AUPPERLE et al. 2003) könnten so hinsichtlich der Expression von Inhibin-α näher 
untersucht werden. 
5.6.2 Zellpellets 
In keinem der unmittelbar vor der Aussaat der Zellen angefertigten Zellpellets waren 
mittels der Immunhistologie positive Reaktionen auf die Steroidhormonrezeptoren 
oder Inhibin-α erkennbar. Da jedoch in den originären Geweben in situ und auch in 
den entsprechenden Zellen in vitro positive Reaktionen zu finden waren, ist mit hoher 
Wahrscheinlichkeit von einem temporären Verlust dieser Strukturen auszugehen.  
Dieser ließe sich wie folgt erklären: Der Prozess der Isolierung verursacht eine star-
ke Beanspruchung der Zellen, unter anderem durch das verwendete Enzym bei der 
enzymatischen Dissoziation der Extrazellularmatrix. Er erfolgt zudem über mehrere 
Stunden (insgesamt ca. 4-5 h) hinweg in einer nährstofffreien Lösung. Durch den 
derart auf die Zellen einwirkenden Stress sind diese für einen gewissen Zeitraum 
nicht mehr in der Lage, die Steroidhormonrezeptoren und Inhibin-α in einem immun-
histologisch detektierbaren Maße zu exprimieren und zu synthetisieren. Darüber  
hinaus ist nach BOJAR et al. (1988) bekannt, dass die Konzentrationen von ER und 
PR in frisch entnommenen Gewebeproben innerhalb einer halben Stunde um ein 
drittel (ER) bzw. zwei drittel (PR) sinkt. Entsprechende Angaben zur Gewebshalb-
wertzeit von Inhibin-α sind nicht bekannt. Weiterhin ist eine teilweise Zerstörung der 
Rezeptoren im Rahmen der Aufreinigung/Zellisolierung denkbar, wie sie bereits 
durch FLEMING und Mitarbeiter (1980) diskutiert wurde. 
Gegen ein technisch bedingtes, falsch negatives Ergebnis spricht die Tatsache, dass 
essentielle Bestandteile des Zytoskelettes wie z.B. Zytokeratin 19 oder α-Aktin in 
gleichartig hergestellten Zellpellets nachweisbar sind (BÖTTCHER et al. 2010). 
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5.6.3 Epithelzellen in vitro , Morphologie 
Zum Zeitpunkt der Aussaat liegen equine endometriale Epithelzellen als Drüsen-
cluster bzw. Drüsenschläuche vor. Sie flachen nach der Adhärenz auf dem unbe-
schichteten Wachstumssubstrat ab und beginnen in radiärer Richtung auszuwach-
sen, bis konfluente Monolayer entstanden sind. Diese Befunde entsprechen bereits 
publizierten Ergebnissen (WATSON et al. 1992, BUSCHATZ 2007) bei der Kultur 
endometrialer Zellen des Pferdes und decken sich zudem mit den Gegebenheiten 
bei anderen Tierarten (ZHANG et al. 1991, ZHANG u. DAVIS 2000) und der Frau 
(SATYASWAROOP et al. 1979, MYLONAS et al. 2003b). 
Im eigenen Untersuchungsgut konnten histomorphologisch zwei verschiedene Zell-
typen unterschieden werden (zellulärer Dimorphismus, Zelltyp A und B). Hierbei 
könnte es sich um zwei verschiedene epitheliale Subpopulationen handeln. So wie-
sen beispielsweise REED und Mitarbeiter (1996) durch eine getrennte Kultur eine 
histomorphologische Variabilität zwischen luminalen und glandulären Epithelien aus 
porzinen Uteri nach. Da im Rahmen der eigenen Untersuchungen jedoch keine ver-
gleichbare Trennung zwischen luminalen und glandulären Epithelien vorgenommen 
wurde, kann abschließend nicht sicher beurteilt werden, ob die eigenen Ergebnisse 
auf zwei unterschiedliche Epithelzellsubpopulationen zurückzuführen sind. Eine 
diesbezüglich abschließende Aussage kann nur im Rahmen einer weiterführenden 
Untersuchung mit getrennter Anzucht glandulärer und luminaler Epithelien getroffen 
werden. 
Weiterhin könnten unterschiedliche Differenzierungsstadien hinsichtlich der Polarität 
der Zellen für eine unterschiedliche Morphologie der Zellen verantwortlich sein 
(NEGAMI u. TOMINAGA 1989). Im Rahmen der Untersuchung im Phasen-
konstrastmikroskop (mit einer senkrechten Betrachtungsebene) konnte dieser Sach-
verhalt jedoch nicht geklärt werden. Dies müsste anhand einer transversalen Projek-
tionsebene (z.B. Schnittpräparat) mittels Licht- und Elektronenmikroskopie erfolgen. 
Eine eingehende ultrastrukturelle Charakterisierung der kultivierten Epithelzellen, 
insbesondere im Hinblick auf spezifische Zellorganellen und -bestandteile (z.B. api-
kale Sekretionsvakuolen, tight junctions oder Mikrovilli), erfolgte in dieser Arbeit 
nicht. Sie ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. Den Ergebnissen von BU-





5.6.4 Stromazellen  in vitro , Morphologie 
Equine endometriale Stromazellen werden als Einzelzellen eingesät und besitzen in 
der folgenden Kulturperiode eine nahezu ausschließlich spindelförmige bzw. insge-
samt als „fibroblastenartig“ zu bezeichnende Morphologie. Diese wird auch bei der 
Kultur equiner (WATSON et al. 1992, BUSCHATZ 2007) und bei Kulturen humaner 
endometrialer Stromazellen gesehen (ARNOLD et al. 2001). Sie weicht somit im ei-
genen Untersuchungsgut nicht von den in der Literatur beschriebenen Gegebenhei-
ten ab. 
5.6.5 Epithel- und StromazelIen in vitro , Immunhistologie 
Steroidhormonrezeptoren 
Entgegen der Ergebnisse von BUSCHATZ (2007) und im Einklang mit den Erkennt-
nissen von BÖTTCHER et al. (2010) gelang auch in der vorliegenden Arbeit der 
Nachweis von ERα in kultivierten equinen endometrialen Epithelzellen sowie darüber 
hinaus auch in den Stromazellen. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Ver-
wendung eines, verglichen mit der Originalpublikation von BUSCHATZ (2007), kom-
plexeren und den uterinen Gegebenheiten möglicherweise eher entsprechenden Kul-
turmediums zurückzuführen. 
Zudem war in der vorliegenden Arbeit auch ein Nachweis von PR möglich, welcher 
bei BÖTTCHER und Mitarbeitern (2010) noch misslang. Sie zogen für ihre Analysen 
jedoch relativ hohe Passagen epithelialer Zellen heran (Passagen 11 und 12), so-
dass das Fehlen von PR eventuell dem Verlust dieser Strukturen im Rahmen der 
Passagierung (sog. „Subkultivierungstrauma“) oder einer gewissen phänotypischen 
Instabilität der Zellen bei fortgeschrittener Kultur zu schulden ist (FRESHNEY 2010). 
Zur definitiven Abklärung müssten mehrere aufeinander folgende Passagen, ein-
schließlich der Primärkultur entsprechend untersucht werden. 
Hinsichtlich der Expression der Steroidhormonrezeptoren existieren zwischen den 
beiden Zellarten teils ausgeprägte Unterschiede. So sind die Epithelzellen in der Re-
gel häufiger positiv als die korrespondierenden Stromazellen. Zudem fällt der Nach-
weis auch meist stärker aus. Weiterhin sind einige Epithel- bzw. Stromazellkulturen 
auch vollständig negativ, während andere teilweise eine sehr starke Reaktion zeigen. 
Die Ursache dieses Phänomens bleibt unklar. Denkbar wäre einmal eine In-vitro-
Selektion rezeptorarmer/-negativer Zellpopulationen in einigen Kulturen (UCHIMA et 
al. 1991). Andererseits könnten, wie von GALABOVA-KOVACS et al. (2004) beob-
achtet, negative Ergebnisse auch technisch bedingt sein. So soll bereits ein kurzfris-
tiges Austrocknen Formalin-fixierter Kulturen zu einem vollständigen Verlust der Im-
munoreaktivität führen, was sich aufgrund der manuellen Aufarbeitung der Membra-
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nen (s. Kap. 3.9.4, S. 37 f.) auch in der vorliegenden Arbeit nicht in jedem Fall ver-
meiden lies. Ebenso ist denkbar, dass die kultivierten Zellen erst nach Erreichen der 
Konfluenz und der danach einsetzenden zellulären Differenzierung (nach Abschluss 
der Adhäsion und Proliferation) ausreichend Steroidhormonrezeptoren exprimieren. 
Entsprechendes ist für kanine endometriale Kulturen belegt (GALABOVA-KOVACS 
et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Fixierung der Kulturen sofort nach 
Erreichen der Konfluenz. Demnach ist es möglich, dass insbesondere schwach oder 
gar vollständig negative Kulturen bei einer Kultivierung über den Zeitpunkt der Kon-
fluenz hinaus, eine stärkere Expression der Steroidhormonrezeptoren gezeigt hätten. 
Eine initiale Rezeptordefizienz des Endometriums ist durch vergleichende Analyse 
des Ursprungsgewebes im eigenen Untersuchungsgut nicht zu erkennen und auszu-
schließen. 
MYLONAS et al. (2000) und GALABOVA-KOVACS et al. (2004) konnten an huma-
nen und kaninen endometrialen Zellkulturen eine Variation der Steroidhormonrezep-
torkonzentration in Abhängigkeit vom ursprünglichen Zyklusstand der Spenderinnen 
feststellen, was auf eine teilweise Konservierung des zellulären Rezeptorstatus bei 
Überführung in Kultur hindeutet. So sind die Konzentrationen von ER und PR in kul-
tivierten proliferativen Endometrien höher als in sekretorischen. Im eigenen Untersu-
chungsgut waren unter Berücksichtigung des Zyklusstandes entsprechende Unter-
schiede in der Expressionsintensität in vitro nicht anzutreffen. In Anbetracht der 
ausgeprägten zyklischen Variation in der Rezeptorexpression des Stutenendometri-
ums in situ (AUPPERLE et al. 2000) erscheint dies jedoch wenig wahrscheinlich und 
sollte daher anhand weiterer Arbeiten, auch unter Verwendung anderer Detekti-
onstechniken (z.B. PCR, Western-Blot), näher untersucht werden. 
Entsprechend den Befunden in situ (AUPPERLE et al. 2003) zeigt endometriales 
Gewebe anöstrischer Stuten auch in vitro eine schwache Expressionsintensität der 
Steroidhormonrezeptoren. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass zumindest die 
diesbezüglichen Eigenschaften der kultivierten Zellen des Anöstrus mit denen in situ 
vergleichbar sind. 
Untersuchungen hinsichtlich einer möglichen Steuerung der Expressionsintensität 
oder der Proliferationsaktivät (z.B. durch Kokultur von Stroma- und Epithelzellen oder 
definierter Zugabe von Steroidhormonen) sollten anhand weiterer Arbeiten, ggf. mit 





Der Nachweis von Inhibin-α, welcher bisher nur bei humanen endometrialen Zellen 
in vitro erfolgreich war (PETRAGLIA et al. 1998, MYLONAS et al. 2003b), gelang in 
der vorliegenden Arbeit auch erstmalig an Zellen des equinen Uterus. 
PETRAGIA et al. (1998) stellten in isolierten Kulturen humanen endometrialen Ge-
webes fest, dass epitheliale Zellen signifikant mehr Inhibin-α sezernieren als Stro-
mazellen. Dies erscheint nach den eigenen Untersuchungen für die Stute nachvoll-
ziehbar. Somit könnte dieses dimere Protein, in Anlehnung an andere Autoren 
(MYLONAS et al. 2003b), als ein Marker für die endometriale (sekretorische) Diffe-
renzierung equiner endometrialer Epithelzellen in vitro dienen.  
Entgegen den Beobachtungen in der Humanmedizin (MYLONAS et al. 2003a, MY-
LONAS et al. 2003b) sind im vorliegenden Untersuchungsgut allerdings keine Unter-
schiede in der Expressionsintensität oder der zellulären Verteilung in Abhängigkeit 
von der endometrialen Funktionsmorphologie erkennbar. Hinweise auf eine Beibe-
haltung der initial im Gewebe erlangten zellulären Differenzierung sind dennoch ver-
einzelt festzustellen. So sind sehr viele Epithel-, aber auch zeitgleich die zugehörigen 
Stromazellen eines graviden Uterus in vitro positiv, während die ESZ in den regulär-
zyklischen Kulturen zumeist negativ sind. Entsprechende deutlich positive Reaktio-
nen finden sich analog dazu auch in Stromazellen endometrialer Gewebeproben 
schwangerer Frauen (JONES et al. 2000). Insgesamt legen diese Befunde eine ähn-
liche Bedeutung dieses Markers für die Trächtigkeit nahe, wie sie bereits bei der 
Frau angenommen wird (PETRAGLIA et al. 1990, PETRAGLIA et al. 1991, 
MYLONAS et al. 2004a, LUISI et al. 2005). 
Ebenfalls ist bei der Frau ein Arrest der initial im Gewebe erlangten Inhibin-α-
Sekretion, bei Überführung des Endometriums in die Kultur, zu vermerken (zyklische 
Dynamik). Inwieweit entsprechende vergleichbare Konstellationen bei der Stute vor-
handen sind, oder ob die Inhibin-Produktion generell zu einem bestimmten Kultur-
zeitpunkt einsetzt oder auch sinkt, wären weitere Arbeiten vonnöten. Hierzu sollte 
dann eine kontinuierliche Bestimmung des Gehaltes an Inhibin-α in Überständen des 
Kulturmediums erfolgen, um die Produktion zum Zeitpunkt der Einsaat sowie an spä-
teren Kulturtagen zu bestimmen. Weiterhin ist bei der Frau bekannt, dass glanduläre 
Epithelien ab dem 9. Kulturtag deutlich weniger Inhibin-α produzieren, verglichen mit 
den Zeitpunkten zuvor (MYLONAS et al. 2003a). Entsprechende Hinweise finden 
sich im Untersuchungsgut der vorliegenden Arbeit nicht, jedoch wäre dies anhand 
weiterer Untersuchungen für das Pferd ebenfalls zu überprüfen.  
Auch in Kulturen aus anöstrischen Stuten war der Nachweis von Inhibin-α möglich. 
Da jedoch in der Literatur keine Angaben bezüglich der Expression oder Sekretion in 
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kultivierten Geweben saisonal azyklischer Tiere oder postmenopausaler Frauen vor-
liegen, ist eine entsprechende Interpretation dieses Befundes nur eingeschränkt 
möglich. Zu erwarten wäre jedoch eine sehr geringe oder gar fehlende Expression, 
wie sie in situ bei der anöstrischen Stute (s. Kap. 4.8.1.2, S. 61 ff. und Kap. 5.6.1,   
S. 83 f.) oder im Serum der Frau nach der Menopause zu sehen ist (PETRAGLIA et 
al. 1998). So könnte anhand der hier gewonnenen Ergebnisse möglicherweise von 
einer eigenständig fortschreitenden Differenzierung equiner endometrialer Epithel- 
und Stromazellen in der Zellkultur ausgegangen werden.  
5.7 Abschließende Betrachtung morphologisch-funktio neller Cha-
rakteristika des equinen Endometriums in vitro  im Hinblick auf 
die Zelldifferenzierung 
Differenzierung stellt einen Prozess dar, welcher in vivo zur Ausprägung spezifischer 
zellulärer Eigenschaften führt und somit als charakteristisch für das entsprechende 
Gewebe anzusehen ist. Zellen, die in Kultur gehalten werden, verlieren zum Teil die-
se spezifischen Eigenschaften (FRESHNEY 2010). Ziel ist es daher, bei jeder herge-
stellten Zelllinie ein gewisses Maß an Differenzierung zu erzielen bzw. zu konservie-
ren, um die spezifischen Funktionen des Organs in vitro studieren zu können.  
Die in dieser Arbeit nachgewiesene Ausstattung kultivierter Zellen des Stutenendo-
metriums mit Steroidhormonrezeptoren und die Produktion von Inhibin-α kann also, 
in Anlehnung an andere Autoren, als Hinweis für ein gewisses Maß einer Differenzie-
rung dieser Zellen angesehen werden (MYLONAS et al. 2000, MYLONAS et al. 
2003a, GALABOVA-KOVACS et al. 2004, BLÄUER et al. 2005). Darüber hinaus 
stellt die Expression der Steroidhormonrezeptoren ein wichtiges Charakteristikum 
des Uterus und zudem die Grundvoraussetzung einer Ansprechbarkeit endometria-
len Gewebes für die entsprechenden Hormone dar (SNIJDERS et al. 1992, GALA-
BOVA-KOVACS et al. 2004). 
Entgegen der Beobachtungen an Gewebeproben des equinen Endometriums in situ 
(AUPPERLE et al. 2000) sowie in endometrialen Kulturen der Frau und der Hündin 
(GALABOVA-KOVACS et al. 2004, BLÄUER et al. 2005), gelingt ein intranukleärer 
Nachweis von Östrogen- und Progesteronrezeptoren in keiner der angelegten Kultu-
ren des Stutenendometriums. Es finden sich ausschließlich intrazytoplasmatische 
Reaktionsprodukte. Vergleichbare Ergebnisse einer partiellen bzw. ausschließlichen 
intrazytoplasmatischen Expression der Steroidhormonrezeptoren sind auch in Kultu-
ren anderer Tierarten aufgetreten (FLEMING et al. 1980, UCHIMA et al. 1991, 
BERGMAN et al. 1992, GALABOVA-KOVACS et al. 2004) und stellen einen schwer 
interpretierbaren Befund dar, zu dem zwei Theorien der Entstehung denkbar sind: 
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1. unvollständige/ungenügende Translokation in den Zellkern 
Die Steroidhormonrezeptoren werden im Zytoplasma synthetisiert und dann, nach-
dem Hormon und Rezeptor miteinander verbunden sind, über einen energieabhängi-
gen Transport in den Zellkern verbracht (DÖCKE 1994). Das Vorliegen eines Ener-
giemangels könnte daher eine unvollständige/ungenügende Translokation in den 
Nukleus verursachen, erscheint aber in Anbetracht der regen Proliferationstätigkeit 
der Zellen, welche stark energieabhängig ist, wenig wahrscheinlich. 
2. unzureichende Steroidhormonkonzentration im Nährmedium 
Die vergleichsweise sehr geringe Hormonkonzentration im Nährmedium ist nicht in 
der Lage, eine signifikante Anzahl an Hormon-Rezeptor-Komplexen entstehen zu 
lassen, da die Steroidhormone ihre eigenen Rezeptoren induzieren (s. Kap. 2.1.3, S. 
4 ff.). Diese werden dann nicht in ausreichender Anzahl in den Nukleus transportiert 
und sind folglich mittels der angewandten immunhistologischen Methoden nicht 
nachweisbar. Hinweise dazu finden sich beispielsweise bei UCHIMA und Mitarbei-
tern (1991) an kultivierten endometrialen Zellen der Maus, welche erst bei kontinuier-
licher Applikation von Östrogen (in viel höheren Konzentrationen als in der vorlie-
genden Arbeit) einen Anstieg der intranukleären Rezeptoren verzeichnen. Weiterhin 
ist bekannt, dass durch Östradiol nicht nur die DNA-Synthese und die Proliferation 
stimuliert, sondern überhaupt erst die Expression beider Steroidhormonrezeptoren in 
adäquaten Mengen induziert wird (TSENG 1979).  
Abschließend sollte dieser Sachverhalt anhand weiterer Untersuchungen, z.B. durch 
kontrollierte Zugabe von Steroidhormonen via Nährmedium, studiert werden. 
5.8 Abschließende Betrachtung der vorliegenden Resu ltate 
Mit Hilfe des vorgestellten Zellkulturmodells können equine endometriale Epithel- 
und Stromazellen in hoher Reinheit und reproduzierbar in Kultur verbracht werden. 
Ihre Morphologie gleicht dabei derjenigen endometrialer Kulturen anderer Tierarten 
(einschließlich des Pferdes und des Menschen). Weiterhin wurden zusätzliche Mög-
lichkeiten des Handlings etabliert (z.B. die Passagierung).  
Im Hinblick auf die Wachstumsgeschwindigkeit in vitro fanden sich zudem Hinweise 
auf eine Beibehaltung der ursprünglich im Gewebeverband in situ erlangten zellulä-
ren Differenzierung. So waren Zellen des proliferativen endometrialen Zyklusstandes 
bei gleicher Einsaatdichte schneller konfluent als sekretorisch aktive. 
Darüber hinaus erfolgte erstmalig der Nachweis der Steroidhormonrezeptoren (ERα 
und PR) und von Inhibin-α an kultivierten endometrialen Zellen der Stute. Hinsichtlich 
der Expression dieser Marker bestehen jedoch Unterschiede im Vergleich zum Ur-
sprungsgewebe, welche das Zellkulturmodell als nicht ausreichend äquivalent zum 
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Endometrium in situ erscheinen lassen. Das Vorhandensein dieser Proteine kann 
aber als grundlegende Voraussetzung für weitere Untersuchungen am endometria-
len Zellkulturmodell angesehen werden. Möglicherweise ist die Ursache dieser Prob-
lematik im hier verwendeten Versuchsansatz einer Monokultur begründet und wäre 
bei Kokultivierung beider Zellarten nicht anzutreffen. Zudem könnte die kontrollierte 
Applikation der Steroidhormone in den für den entsprechenden Zyklus spezifischen 
Mengen und Relationen zu einer Angleichung des Rezeptorstatus führen. Dies sollte 
anhand weiterer Studien untersucht werden. 
Abschließend betrachtet, legen die vorliegenden Ergebnisse eine gewisse Beibehal-
tung in situ erlangter endometrialer Funktionen und Spezifika nahe, welche als 
Grundlage für weitere Arbeiten an endometrialen Zellkulturen des Pferdes anzuse-
hen sind. 
5.9 Folgearbeiten am endometrialen Zellkulturmodell  
5.9.1 klassische Kokultur vs. „engineered uterine t issue“ 
Für eine Kokultur epithelialer und stromaler Zellen sind Modelle denkbar, welche hin-
sichtlich ihrer Verwendbarkeit bei verschiedenen Zellpopulationen sowie der Unter-
suchungsmöglichkeit variable Vor- und Nachteile besitzen. Das Modell sollte dabei 
der Fragestellung des Versuchs sowie den technischen Voraussetzungen angepasst 
sein. Die Versuchsansätze endometrialer Kokulturen reichen von einer einfachen 
räumlichen Trennung der Zellarten ohne direkten Kontakt (klassische Kokultur) 
(ARNOLD et al. 2001, BLÄUER et al. 2005) bis hin zu einer organotypischen Zellkul-
tur (sog. „engineered uterine tissue“) (ARNOLD et al. 2001, LU et al. 2008).  
Anhand solcher Kokulturen können parakrine Faktoren studiert werden, welche im 
Uterus in vivo natürlicherweise anzutreffen sind, aber in Monokultur fehlen. Für das 
eingehende Studium physiologischer und pathologischer Variationen am equinen 
Uterus ist daher die Etablierung einer Kokultur anzustreben. 
Exemplarisch erfolgt eine Darstellung verschiedener Modelle einer endometrialen 




Abb. 5.1: Schematische Darstellung möglicher endometrialer Kokulturmodelle.  
a) Räumliche Trennung der Zellen, welche über das Nährmedium in indirektem 
Kontakt zueinander stehen. Die EEZ sind in eine Extrazellularmatrix (EZM) 
eingebettet. 
b) Räumliche Trennung beider Zellarten durch verschiedene EZM-
Kompartimente. Über die EZM und das Medium besteht ein parakriner Kon-
takt zwischen den Zellen. 
c) Kultivierung mittels organotypischer Kokultur, bei der direkte Zell-zu-Zell-
Kontakte zwischen EEZ und ESZ vorhanden sind.   
5.9.2 Immortalisierung 
Durch Immortalisierung einer Zelllinie wird deren Alterungsprozess ausgesetzt und 
ein Erreichen des Hayflick-Limits verhindert. Es kann vollkommen unabhängig von 
frischem Gewebematerial mit Hilfe einer „unsterblichen“ Kultur gearbeitet werden.  
Entsprechende Zelllinien können durch Isolierung von Tumorzellen gewonnen wer-
de. Pferde entwickeln jedoch selten endometriale Neoplasien (ROONEY u. RO-
BERTSON 1996, DIETZ u. HUSKAMP 2005). Die Beschaffung und Kultivierung sol-
chen Materials ist daher sehr schwierig. Eine weitere Möglichkeit besteht in der In-
vitro-Transformation bereits in Kultur befindlicher Zellen. Dies kann zum Beispiel mit 
Hilfe von viralen Protoonkogenen (z.B. dem „simian vacuolating virus 40“) erfolgen, 
wie bereits bei humanen (MERVIEL et al. 1995) und ovinen (JOHNSON et al. 1999) 
endometrialen Kulturen geschehen.  
5.9.3 Chromosomenanalyse 
Zur Identifizierung einer Zelllinie und zur Erstellung eines Abstammungsnachweises 
in Bezug auf die Tierart und das Geschlecht, wird die Analyse ihrer Chromosomen 
herangezogen. Weiterhin sind chromosomale Anomalien oder Abberationen erkenn-
bar (FRESHNEY 2010). Hierzu muss ein Karyogramm mehrerer Zellen in der Meta-
phase angefertigt (Arrest der Zellen in der Metaphase durch Zugabe von Colchizin) 
und mit bekannten Daten des Karyotyps der Tierart verglichen werden (BOWLING et 
al. 1997, FRESHNEY 2010).  
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5.9.4 Untersuchungen zur Zyklusdynamik 
Mit Hilfe entsprechender Untersuchungen wäre eine direkte Einflussnahme auf beide 
Zellarten von außen möglich und zyklische Differenzierungsvorgänge sowie Zellin-
teraktionen könnten eingehend studiert werden. In Anlehnung an Studien humaner 
(BLÄUER et al. 2005) und kaniner Kulturen (GALABOVA-KOVACS et al. 2004) sind 
entsprechende Versuche an equinen endometrialen Zellen in Mono- oder in Kokultur 
umsetzbar. Zudem wären Untersuchungen hinsichtlich des Vorhandenseins spezifi-
scher endometrialer Sekretionsprodukte (z.B. Uteroferrin, Uteroglobin, Uterocalin) 
(HOFFMANN 2006) und deren Sekretionssteuerung während des Zyklus denkbar. 
5.9.5 Einflüsse von Wachstumsfaktoren auf perigland uläre Fibrosen 
Mehrere Autoren diskutieren verschiedene pathogenetische Ansätze zur Entstehung 
periglandulärer Fibrosen im Pferdeuterus (= equine Endometrose). Diese gehen 
entweder von primären zellulären Schäden oder von Basallaminaalterationen 
(HOFFMANN et al. 2009, KIESOW et al. 2011), bzw. einer endokrinen/parakrinen 
Ursache zellulärer Schädigungen aus (RAILA 2000). Bei allen Ansätzen werden ver-
schiedene parakrin wirkende Wachstumsfaktoren innerhalb der pathogenetischen 
Kaskade vermutet. Die Bedeutung dieser und anderer Mediatoren bei der Ausbil-
dung von Fibrosen in anderen Organen ist unbestritten (MAUCH u. KRIEG 1986). 
Ein Ansatz für die Benutzung eines Zellkultursystems wäre zum Beispiel das        
Studium der direkten interzellulären Wechselwirkungen und Differenzierungsvorgän-
ge durch Zugabe von Wachstums- und anderer Faktoren (z.B. transforming growth 
factors, Matrix-Metallo-Proteinasen, u.a.) über das Nährmedium. So könnte man sich 
„retrograd“ an die Ätiopathogenese der equinen Endometrose herantasten und pa-
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Das Ziel dieser Arbeit war zunächst in der Methodenoptimierung eines bereits grund-
legend etablierten Protokolls zur Isolierung und Kultur equiner endometrialer Epithel 
(EEZ) und Stromazellen (ESZ) (BUSCHATZ 2007) zu sehen. Zudem wurde die Ent-
wicklung weiterer Möglichkeiten des Handlings angestrebt (Passagierung, Kryokon-
servierung). So sollten den Zellen optimierte Rahmenbedingungen in vitro geboten 
werden, welche den Verhältnissen im Organismus weitgehend nahe kommen. Im 
Anschluss daran wurden die Zellen in vitro hinsichtlich ihrer morphologisch-
funktionellen Charakteristika untersucht und die Befunde vergleichend zu den Gege-
benheiten in situ betrachtet. Besonderes Augenmerk galt dabei der Expression von 
Progesteron- (PR) und Östrogenrezeptor-α (ERα) und von Inhibin-α. 
Wären vergleichbare Konstellationen in vitro und in vivo anzutreffen, könnte ein sol-
ches Kultursystem als Modell zum Studium interzellulärer Wechselwirkungen oder 
pathogenetischer Abläufe am Endometrium dienen. Voraussetzung hierfür wäre je-
doch eine fortgeschrittene zelluläre Differenzierung, wie sie beispielsweise durch die 
Expression von Inhibin-α und der Steroidhormonrezeptoren angezeigt wird. 
Es wurden transzervikale Uterusbioptate und vollständige Uteri euthanasierter Stuten 
für die Zellaufreinigung sowie die vergleichende histologische Untersuchung gewon-
nen. Einer mechanischen und enzymatischen Dissoziation des Gewebes folgte die 
Separation beider Zellarten durch Filtration, Dichtegradientenzentrifugation und Diffe-
renzialadhärenz. Die Kultur erfolgte in wasserdampfgesättigter Raumluft bei 37 °C in 
5 % CO2-Atmosphäre. Als Kulturmedium diente DMEM/Ham´s F-12 unter Zusatz von 
2,5 % fötalem Kälberserums und diverser Additive. Es wurde eine morphologische 
Charakterisierung der Zellen während der Kultur vorgenommen und zudem ERα, PR 
und Inhibin-α an allen Kulturen und Gewebeproben immunhistologisch bestimmt. 
Das Ablösen der Zellen zur Passagierung erfolgte mit Trypsin-EDTA (ESZ) bzw. Al-
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fazyme® (EEZ). Entsprechend abgelöste Zellen wurden zudem in DMSO-haltigem 
Nährmedium kryokonserviert. 
Die Kultivierung von EEZ und ESZ gelang sowohl bei Verwendung transzervikaler 
Uterusbioptate als auch bei Uteri euthanasierter Pferde. Zudem konnten alle physio-
logischerweise bei der Stute auftretenden Zyklusstände (Anöstrus, Interöstrus, 
Östrus) sowie ein gravider Uterus kultiviert werden. Die Konfluenz wird von EEZ 
nach 4 bis 16 d und von ESZ innerhalb von 7 bis 18 d erreicht, wobei Zellen aus ur-
sprünglich proliferativen endometrialen Funktionszuständen tendenziell eher kon-
fluent sind als sekretorisch aktive. Während der Kultur kann eine eindeutige morpho-
logische Unterscheidung beider Zellarten voneinander erfolgen. ESZ besitzen eine 
spindelige, teils sternförmige, insgesamt „fibroblastenartige“ Gestalt. EEZ sind in 
zwei morphologischen Subtypen anzutreffen. Der monomorphe Zelltyp „A“ stellt klei-
ne, polygonale Zellen mit regulären und regelmäßigen Zellgrenzen dar. Zelltyp „B“ ist 
größer, pleomorph, ebenfalls polygonal, mehrkernig und besitzt unregelmäßige, 
schlecht erkennbare Zellgrenzen. Subkultivierungen waren bis zu 20 (ESZ) bzw. 24-
mal (EEZ) möglich. Zudem konnten beide Zellarten in flüssigem Stickstoff gelagert 
(kryokonserviert) und danach erfolgreich kultiviert werden. Weiterhin gelang der 
Nachweis von Inhibin-α im Uterus des Pferdes. Hierbei wurde eine zyklische Dyna-
mik in der Expression festgestellt (stärkere Expression während der sekretorischen 
Phase), welche als Hinweis für eine sekretorische Differenzierung der EEZ anzuse-
hen ist. Ebenfalls konnte dieses Protein in kultivierten EEZ und in viel geringerem 
Maße auch in den ESZ gefunden werden. Darüber hinaus war erstmalig der Nach-
weis von PR- und ERα in beiden Zellarten in vitro möglich.  
Insgesamt ist die Expression dieser drei für uterines Gewebe essentiellen Rezepto-
ren/Proteine in kultivierten EEZ und ESZ als Hinweis für eine fortgeschrittene Diffe-
renzierung anzusehen, welche mit der vorgestellten Methode der Isolierung und Kul-
tur auch erreicht werden konnte. Im Hinblick auf die Wachstumsgeschwindigkeit in 
vitro fanden sich zudem Hinweise auf eine Beibehaltung der ursprünglich im Gewe-
beverband erlangten zellulären Differenzierung, welche sich bei der Expression von 
ERα, PR bzw. Inhibin-α allerdings nicht nachvollziehen ließ. 
Abschließend betrachtet, deuten die vorliegenden Ergebnisse somit auf eine partielle 
Beibehaltung in situ erlangter endometrialer Funktionen und Spezifika hin, welche als 
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The aim of this study was to optimize the protocol of BUSCHATZ (2007) for the isola-
tion and culture of equine endometrial epithelial and stromal cells.  
The environment in vitro should be adapted to the special requirements of uterine 
cells and protocols for subcultivation and cryopreservation had to be established. 
Afterwards, the cells in vitro were characterized regarding their morphologic and 
functional specifities and the findings were compared to the conditions in situ. Spe-
cial emphasis was held on the presence of the steroidhormone-receptors (oestrogen 
[ERα] and progesterone receptor [PR]) and the production of inhibin-α. These three 
proteins are proposed to be markers of advanced differentiation in cultured endo-
metrial cells. If the findings in vitro and in situ represent comparable results, this cell 
culture could be used as a tool for studies regarding intercellular mechanisms or 
pathogenetical aspects in uterine tissue.  
Transcervical biopsies and whole organs from euthanized mares were used for the 
preparation of cell cultures and the constant comparative illustration of the circum-
stances in vitro to those in situ. The tissue was dissociated via mechanical and en-
zymatical dissection and both cell types were separated by filtration, centrifugation 
on Percoll®-gradients and differential adherence. The cells were incubated in a hu-
midified atmosphere at 37 °C containing 5 % CO 2. A DMEM/Ham´s F-12 based cul-
ture medium with 2.5 % foetal calf serum and several additives was used. The mor-
phology of the cells was determined during the culture period by lightmicroscopy. 
Immunohistochemistry (ERα, PR, inhibin-α) was performed on paraffin sections of 
the cultured cells and the original tissue. The detachment of cultures for subcultiva-
tion purpose was done with 0.25 % trypsin-EDTA (stromal cells) or alfazyme® 
(epithelial cells). Selected isolates were cultured after cryopreservation in liquid nitro-
gen using dimethyl-sulfoxide as preservating agent.  
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Cultures could successfully be established from biopsy specimens, as well as from 
whole organs and all stages of the mare´s reproductive cycle were present in this 
study, including oestrus, anoestrus, interoestrus and pregnancy.  
Epithelial cultures were confluent within 4 to 16 days while stromal cultures needed 7 
to 18 days. However, cells obtained during the proliferative phase of the endometrial 
cycle were apparently earlier confluent than those from secretory tissue.  
Both cell types are morphologically different, so a definite determination is possible 
during the culture period. Stromal cells exhibit a uniform, spindle to star shaped ap-
pearence, that shall deem to be “fibroblast-like”. In contrast, two different epithelial 
cell-types occur consistently in every culture. The first one (type “A”) represents a 
uniform, small and polygonal cell with distinct and regular borders, while the second 
type (type “B”) is larger, polynucleic, likewise polygonal, but more irregular and indis-
tinct in cellular size, shape and cell-to-cell-contacts. Subcultures could be generated 
20 (stromal cells) and 24 (epithelial cells) times, respectively, and the cryopreserved 
cells were viable after thawing reaching confluence after several days.  
Inhibin-α could be detected in the mare´s endometrium in this study for the first time. 
A cyclical variation in the expression pattern of this protein was observed. Giving evi-
dence for a secretory uterine differentiation consistent with the functional histological 
appearance of the uterine glands. Cultured endometrial epithelial and stromal cells 
were likewise positive for inhibin-α. In addition, the presence of ERα and PR could 
frequently be demonstrated in epithelial and stromal cells in vitro.  
Summing up, an advanced cellular differentiation in vitro can be generated using the 
presented protocol for isolation and culture of equine endometrial epithelial and 
stromal cells. This is suggested by the frequent expression of ERα, PR and inhibin-α 
in vitro, who are considered to be essential elements/proteins of uterine tissue. Re-
garding the proliferative potential of both cell types, substantial evidence for a con-
servation of the former attained cellular function in the uterus is provided. However, 
such a cycle-dependent pattern could not be seen in vitro in the expression of ERα, 
PR and inhibin-α. 
The results of this study depict a fractional conservation of in situ attained cellular 
functions and specifications in the in vitro culture. This could be seen as a basis for 
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9.1 Reagenzien für die Zellkultur 
9.1.1 Hank’s Balanced Salt Solution  (HBSS) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. H15-009 
Hank’s BSS (1x) ohne Ca & Mg und Phenolrot 
 
9.1.2 Antibiotikum/Antimykotikum (ABAM)  
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. P11-002 
enthält in 0,9%iger NaCl-Lösung 
10000 U/ml Penicillin G 
10 mg/ml Streptomycinsulfat 
25 µg/ml Amphotericin B 
 
9.1.3 Antimykotikum (AM) - Amphotericin B 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. P11-001 
enthält in 0,9%iger NaCl-Lösung 
250 µg/ml Amphotericin B 
 
9.1.4 Kollagenase-II 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. K05-039-2 
Collagenase 2, Typ CLS II, Trockensubstanz, 254 U/mg 
Aktivität: 1 U setzt 1 µmol L-Leucin-Äquivalent in 5 Stunden bei 37 °C aus Kollagen 
frei 
 
9.1.5 Kollagenase-Lösung (= Verdauungslösung) 





9.1.6 RPMI 1640 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. E15-885 
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin und Phenolrot 
 
9.1.7 Ham´s F-12 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. E15-016 
Ham´s F-12 ohne L-Glutamin 
 
9.1.8 DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium ) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. E15-877 
DMEM mit L-Glutamin, ohne Phenolrot 
 
9.1.9 Fötales Kälberserum ( Foetal Bovine Serum ) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. A15-649 




Kat. Nr. H0888-1G 
≥ 98 % 
 
9.1.11 HEPES-Puffer (1 M) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. S11-001 
Enthält: 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 
 
9.1.12 Human EGF 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. 103066 






9.1.13 ITS Supplement 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Kat. Nr. F01-015 
Enthält: in 0,9%iger NaCl-Lösung 
Insulin  1000 mg/l 
Transferrin  550 mg/l 
Natriumselenit 0,68 mg/l 
 
9.1.14 Percoll ( Easycoll Separating Solution ) 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. L 6143 
Easycoll, isotonisch, Dichte 1,124 g/ml 
 
9.1.15 Trypsin/EDTA 
(10x) Trypsin (1:250)/EDTA (0,5/0,2 %) 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. L 2153 
in (10x) PBS ohne ohne Ca & Mg 
NaCl  80000 mg/l 
KCl  2000 mg/l 
Na2HPO4 11500 mg/l 
KH2PO4 2000 mg/l 
EDTA-Na2 2000 mg/l 
Trypsin 5000 mg/l 
Aktivität: 1 g Trypsin verdaut 250 g Kaseinsubstrat 
 
9.1.16 Alfazyme 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  
Cat. No. L11-012 
 
9.1.17 Trypanblau 
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 






9.2 Reagenzien für die Immunhistologie 
9.2.1 Zitrat-Puffer 
10 mM, pH 6,0 
9ml 0,1 M Zitronensäure (Fa. Merck, Darmstadt) 
41 ml 0,1 M Natriumzitrat (Fa. Merck, Darmstadt) 
450 ml destilliertes Wasser 
 
9.2.2 Tris Buffered Saline  (TBS) 
Stammlösung: 
60,57 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) 
610 ml destilliertes Wasser 
390 ml HCl 1 N (Fa. Merck, Darmstadt) 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung 
900 ml 0,8 % NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) in destilliertem Wasser 
 
9.2.3 Phosphate Buffered Saline  (PBS) 
Stammlösung: 
42 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) 
9,26 g Na2HPO4 x 2H2O p.a. (Fa. Merck, Darmstadt) 
2,15 g K2HPO4 (Fa. Merck, Darmstadt) 
destilliertes Wasser ad 100 ml 
Gebrauchslösung: 
Verdünnung der Stammlösung 1:5 in destilliertem Wasser 
 
9.2.4 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid(DAB)-Lös ung 
100 mg DAB (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm) 
200 ml 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,1) 
- 6,81 g Imidazol (Fa. Merck, Darmstadt) 
- destilliertes Wasser ad 1000 ml 
- 500 ml 0,1 M HCl 







Exemplarische Darstellung für ERα. Die Protokolle für PR und Inhibin-α sind äquiva-
lent angelegt. Die Befunde für endometrosefreie (in Tabelle: Endometrium o.b.B.) 
und betroffene Areale (in Tabelle: Expression in der Endometrose) erfolgte getrennt. 
Folgende Expressionsintensitäten und -muster wurden vergeben, wobei auch Kom-
binationen berücksichtigt wurden: 
 
o … nicht vorhanden  IN … intranukleär 
(+) … angedeutet   IZ … intrazytoplasmatisch 
+ … geringgradig   WB … wabig 
++ … mittelgradig   BS … basal 
+++ … hochgradig   AP … apikal 
PL … plaqueartig   MF … multifokal 




Expressionsmuster o + ++ +++ IRS 
Luminales Epithel       
Drüsenausführungsgänge       
oberfl.       
mittl.       Drüsenepithelien 
tiefe       
Stromazellen       
Endothel      
Intima      Gefäße 
Media      
 
ERα 
 Expression in der Endo-
metrose 
Expressionsmuster o + ++ +++ IRS 
Drüsenepithel       





9.3.2 Kultivierte Zellen und Zellpellets 
Folgende Expressionsintensitäten und -muster wurden vergeben, wobei auch Kom-
binationen berücksichtigt wurden: 
 
o … nicht vorhanden  IN … intranukleär 
(+) … angedeutet   IZ … intrazytoplasmatisch 
+ … geringgradig   WB … wabig 
++ … mittelgradig   BS … basal 
+++ … hochgradig   AP … apikal 
PL … plaqueartig   MF … multifokal 
DI … diffus    BL … basolateral 
 
 Expressionsmuster o + ++ +++ IRS 
ER       
PR       







Zunächst möchte ich Herrn Prof. H.-A. Schoon  für die Überlassung des interessan-
ten Dissertationsthemas, die Betreuung sowie die stets fachliche und geduldige Un-
terstützung dieser Arbeit danken. Der durch Ihn eingeräumte materielle und zeitliche 
Freiraum in „unserem“ Zellkulturlabor erlaubte Denny und mir, unsere eigenen Vor-
stellungen zu verwirklichen und neue Ideen auszuprobieren. Frau Dr. D. Schoon  sei 
an dieser Stelle ebenfalls für die konstruktiven Vorschläge bei der Erstellung des vor-
liegenden Manuskripts gedankt. 
 
Elli (Dr. C. Ellenberger ) und Alex (Dr. A. Kappe ) fungierten im Verlauf der letzten 
drei Jahre in verschieden Abschnitten als meine beiden Betreuer. Elli, Dir danke ich 
für Deine Akribie und außergewöhnliche Hilfsbereitschaft, aber auch für Deine Ge-
duld, mich in die Grundzüge wissenschaftlichen Arbeitens einzuführen. Alex brachte 
mir und Denny insbesondere in den ersten Monaten am Institut die wichtigsten 
Grundsätze in der Zellkultur bei, sodass wir schnell alleine zu recht kamen.  
Zitat Alex auf die Frage, wie er einen Versuchsaufbau gestalten würde: „Weiß ich 
jetzt auch grad nicht, mach halt irgendwie! Wird schon gehen.“  
 
Lieber Denny  (Denny Böttcher)! Du weißt besser als jeder andere, wie es im Zellla-
bor ausgesehen hat, als wir beide dort anfingen und auch wie arbeitsintensiv die 
Zellkultur ist. Allein hätten wir sicher beide jeweils arge Probleme gehabt, alles zu 
schaffen. Diese traten als Team zwar dennoch auf, waren aber so besser zu meis-
tern! Zudem danke ich Dir für Deine freundschaftliche Zusammenarbeit, welche ich 
in all der Zeit als überaus angenehm empfunden habe. Ich hoffe, das bleibt auch in 
Zukunft so! 
 
Liebes Sekretariat (Dani  und Gesine ). Eure Ordnung und Hilfsbereitschaft bei Dok-
torandenfragen des alltäglichen Lebens ist grandios. Ich werde sie sicher auch wei-
terhin nutzen. 
 
Den Klinikmitarbeitern aus der Ambulatorischen und Geburtshilflichen Tierklinik unter 
Leitung von Herrn Prof. A. Sobiraj - den TierärztInnen Manuela Heine , Lydia Hil-
debrandt , Phillipp Müller und Sophie Stoebe  - möchte ich an dieser Stelle für die 
Probenentnahme danken. Zudem sei an dieser Stelle auch den Klinikstuten der 
AGTK und den Privatpferden  von Sophie, Lydia und Janett Ness für die „Gewebe-




Unsere derzeitigen und ehemaligen wissenschaftlichen Mitarbeiterinnen (PD Dr. 
Aupperle sowie Dres. Christin Ellenberger, Kathrin Jäger, Kristin Müller, Anne 
Reischauer, Sandra Schöniger ) am Institut haben mir in der Routinediagnostik sehr 
viel beigebracht, wofür ich ihnen hiermit sehr danken möchte! 
 
Liebe restlichen Mitpromovenden des Pathoteams (Anja, Anna, Eileen, Frauke, 
Helen, Jan [„Vochel“], Kerstin, Kirsten, Kristin, M ariana, Sabine, Sarah B., Sa-
rah R., Veronica und Wolf )! Ihr seid/ward Teil eines super Teams, ohne Euch wäre 
die alltägliche Arbeit sicherlich oft nur halb so abwechslungsreich und lustig gewe-
sen. 
 
Tatkräftige Unterstützung und Anregungen bei akut auftauchenden Fragen oder 
Problemen in der Zellkultur erhielt ich von PD Dr. G. Abraham , welche ich (und si-
cher auch Denny) natürlich gerne entgegen nahm. 
 
Unserem Histologielabor (Frau P. Schleinitz , Frau C. Pleitz  und Frau B. Uhle-
mann ) danke ich für die Aufarbeitung der histologischen Schnittpräparate. Wippi  
(Frau Wipplinger ) und Hilke  (Frau Dipl.-Biol. Hilke Gräfe ) haben zudem nicht nur 
ein Händchen für die Immunhistologie und Molekularbiologie, sondern auch immer 
ein offenes Ohr für Probleme jeglicher Art. Dieses habe ich immer gern in Anspruch 
genommen und werde es sicher auch in Zukunft tun. 
 
Richtig angenehm war der Dienst in der Sektionshalle, wo unsere „Hallenjungs“ 
(Bernd , Lars  und Ralf-Peter ) „regieren“… 
 
Meinen Eltern und Luise bin ich zutiefst dankbar dafür, dass Ihr einfach eine so tolle 
Familie seid! Ihr habt mich auf den Weg geschickt, geprägt, angeleitet und einen 
Plan für das Leben vermittelt. Ihr werdet immer einen großen Teil meines Herzens 
beanspruchen! Danke! 
 
Nachdem ich nun hoffentlich alle erwähnt habe, widme ich die letzten Zeilen einer 
ganz besonderen Person. 
Maartje, ich danke Dir dafür, dich kennen und lieben gelernt zu haben! Die vergan-
gene Zeit in Deiner Nähe war unglaublich schön. Du hast durch Deine Fröhlichkeit, 
Dein Einfühlungsvermögen und Deinen Witz Gefühle in mir entstehen lasen, die ich 
in der Art noch nicht kannte! Danke auch, dass Du mich während des Schreibens der 
Dissertation so lieb unterstützt und mir Zeit gegeben hast. Jetzt wird’s wieder besser. 
